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บทคัดยอ 
Conjugated Linoleic Acid (CLA) คือ กลุมของกรดไขมันท่ีมีลักษณะรูปราง และโครงสราง
เปนไอโซเมอรของกรดไขมันลิโนเลอิก สามารถผลิตไดจากแบคทีเรียหลายชนิด โดยเฉพาะอยางย่ิง
แบคทีเรียกรดแล็กติก จากการทดสอบความสามารถของ Lactobacillus acidophilus TISTR1338, 
Lactococcus lactis TISTR1401 และแบคทีเรียกรดแล็กติกอีกจํานวน 17 ไอโซเลท ในการผลิต CLA 
จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกปริมาณสูง เชน น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลืองใน
อาหารเหลว MRS และ Modified MRS พบวา แบคทีเรียท่ีทดสอบท้ังหมดสามารถสราง CLA ไดสูง 
เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว Modified MRS ซึ่งแบคทีเรีย N25-7, N25-19 และ TISTR1401 สามารถสราง 
CLA ทั้งหมด และไอโซเมอรเฉพาะไดสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-10, cis-12-18:2  ดังนั้นจึงเลือกมาตรวจสอบปจจัยการผลิต CLA ท่ีเหมาะสม โดยทดสอบใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในสภาวะไรออกซิเจน เปนเวลา 48 
ชั่วโมง จากการตรวจสอบผลของขนาดหยดน้ํามัน พบวาไมมีผลตอปริมาณการสราง CLA ทางสถิติ 
สวนความเขมขนของน้ํามันท่ีเหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรียท่ีทดสอบคือ 0.1 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร สําหรับความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตน อุณหภูมิบม และปริมาณกลาเชื้อ
เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการสราง CLA จะแตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุของแบคทีเรียที่ทดสอบ 
เม่ือทดสอบผลของการใชกลาเชื้อผสมตอปริมาณการสราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวัน พบวา การ
ผสมแบคทีเรีย N25-19 และ TISTR1401 จะทําใหเกิดการสราง CLA สูงท่ีสุด โดยเฉลี่ย 42.11 
ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน โดยมี CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 17.16 และ 24.95 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ สวนการใชกลาเชื้อเด่ียว พบวา TISTR1401 มีการสราง CLA สูงท่ีสุด
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ คือ 36.87 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน โดยมี CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 
15.45 และ 21.42 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ นําแบคทีเรีย TISTR1401 มาศึกษาการ
ผลิต CLA ในแตละชวงเวลาในถังหมักปริมาตร 5 ลิตร  ทําการเลี้ยงเชื้อในสภาวะท่ีเหมาะสม เปน
เวลา 72 ชั่วโมง โดยใชอาหารเหลว Modified MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันหรือน้ํามันถั่วเหลือง
เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบการผลิต CLA จากน้ํามัน ดอกทานตะวันสูงท่ีสุดท่ีระยะเวลาบม 
24 ชั่วโมง ปริมาณ 69.95 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 
33.51 และ 36.44 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ สวนการผลิต CLA จากน้ํามันถั่วเหลือง 
พบปริมาณการผลิตสูงท่ีสุดท่ีระยะเวลาบม 48 ชั่วโมงปริมาณ  61.28 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน 
โดยจะมีการผลิต CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 34.51 และ 26.77 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน 
ตามลําดับ 
  
คําสําคัญ: Conjugated linoleic acid, แบคทีเรียกรดแลก็ติก, การผลติ 
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Abstract 
 
Conjugated linoleic acid (CLA), a group of positional and geometric isomers of 
linoleic acid with conjugated double bonds, is produced from free linoleic acid by 
various microorganisms, especially lactic acid bacteria. Lactobacillus acidophilus 
TISTR1338, Lactococcus lactis TISTR1401 and seventeen lactic acid bacterial isolates 
were tested for their ability to produce CLA from high content linoleic acid oils such as 
sunflower and soybean oils in MRS and modified MRS media. All tested bacteria were 
able to produce high amount of CLA when cultured in modified MRS medium. The 
isolates coded N25-7, N25-19 and TISTR1401 showed ability to produce high amount 
of total and specific isomers of CLA, especially cis-9, trans-11-18:2 and trans-10, cis-
12-18:2. Therefore, these three bacterial strains were chosen for further investigation 
and optimization study. To determine the optimal conditions, the bacteria were 
anaerobically cultured in 50 ml of modified MRS medium for 48 hours. The oil droplet 
size did not significantly affect CLA production. The optimal concentration of 
sunflower and soybean oils for CLA production of tested bacteria was 0.1 mg/ml. CLA 
production optimized at different initial of pH medium, incubation temperature, and 
inoculum size varied among tested bacterial strains. CLA production from sunflower 
oil using mixed starter cultures was tested. The mixture of bacteria N25-19 and 
TISTR1401 was found to produce the highest amount of CLA in an average of 42.11 
µg/mg oil containing CLA1 and CLA2 of 17.16 and 24.95 µg/mg oil, respectively. 
When individual starter culture was used, TISTR1401 significantly showed the highest 
CLA production of 36.87 µg/mg oil containing CLA1 and CLA2 of 15.45 and 21.42 
µg/mg oil, respectively. The time course for CLA production of TISTR1401 was 
observed in a 5-L bioreactor for 72 hours under optimal conditions. Modified MRS 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ค
broth supplemented with 0.1 mg/ml of sunflower or soybean oils was used. Optimized 
incubation period of CLA production from sunflower oil (69.95 µg/mg oil) was 24 
hours. The amounts of CLA1 and CLA2 detected during optimum incubation time were 
33.51 and 36.44 µg/mg oil, respectively. CLA production from soybean oil reached a 
maximum at 48 hours (61.28 µg/mg oil) producing CLA1 and CLA2 at 34.51 and 
26.77 µg/mg oil, respectively.  
 
Keyword: Conjugated linoleic acid, Lactic acid bacteria, production 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
ANOVA = Analysis of variance 
°C  = Degree Celsius 
CFU  = Colony forming unit 
CLA  = Conjugated linoleic acid 
CLA1  = cis-9, trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
CLA2  = trans-9, trans-11-18:2 
d3,2  = Surface-weighted mean diameter 
DMRT  = Duncan’s New Multiple Range Test 
et al.   = et alia (and others) 
FAMEs  = Fatty acid methyl esters 
g  = Gram 
h  = Hour 
HLB   = Hydrophilic lipophilic balance 
mg  = Milligram 
ml  = Milliliter 
P  = Probability 
psi  = Pound per square inch  
Span 80® = Sorbitan monooleate 
Tween 80® = Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate 
v/v  = Volume: volume 
w/v  = Weight: volume  
×g  = Gravitational acceleration 
µg  = Microgram 
µm  = Micrometer 
%   = Percent 
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บทที่ 1 
บทนํา 
 
1.1 ที่มาและความสําคัญของงานวิจัย 
Conjugated linoleic acid (CLA) คือ กลุมของกรดไขมันท่ีมีลักษณะรูปราง และโครงสราง
เปนไอโซเมอรของกรดไขมันลิโนเลอกิ (Linoleic acid, C18:2 n-6) แหลงของ CLA สวนใหญพบใน
น้ํานม ผลิตภัณฑจากน้ํานม และผลติภัณฑเนื้อจากสัตวเคี้ยวเอื้อง เชน เนือ้โค และ เนื้อแกะ ซึ่ง
ประมาณรอยละ 80-90 ของ CLA ท่ีพบในอาหารจะอยูในรปู cis-9, trans-11-18:2  (Chin et al., 1992) 
โดยเกิดจากการสังเคราะหภายในเนือ้เยื่อของสตัวเคี้ยวเอือ้งเปนหลัก CLA มีความสําคัญตอมนษุยใน
ดานการเปนอาหารเชงิหนาท่ี (Functional food) และดานเภสชัศาสตร เนือ่งจากมีคณุสมบัติทาง
ชีววิทยา (Biological properties) ท่ีเปนประโยชนหลายประการเมือ่ทดสอบในสัตวทดลองท่ีเดนชัด
ไดแก 1) การเปนสารตานการเกดิมะเร็ง เชนมะเร็งผิวหนัง มะเร็งท่ีเตานม และมะเร็งลําไสใหญ ซึ่ง Ip 
et al. (1994) ไดรายงานวาปริมาณ CLA ท่ีมนุษยสขุภาพปกติโดยท่ัวไปควรไดรับตอวัน ประเมนิจาก
ผลการศกึษาในสัตวทดลอง คอื 3 กรัมตอวัน โดยจะเปนปรมิาณท่ีสามารถสงผลปองกัน การเกดิ
โรคมะเร็งได 2) การลดไขมันในรางกาย โดยไอโซเมอรหลกัท่ีมีบทบาทคอื trans-10, cis-12- 18:2 และ 
3) การปองกันภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (Atherosclerosis) นอกจากนั้นยังแสดงคุณสมบัติเปนสาร
ตานการเกิดอนุมลูอิสระ สงเสริมการสรางกระดูก มีสวนชวยในการกระตุนการทํางานของระบบ
ภูมิคุมกนัของรางกาย และรกัษาระดับน้ําตาลในเลือดและอินซูลนิใหปกติ  (Belury, 2002a)  
ในปจจุบันการสังเคราะห CLA สามารถทําได 2 วิธีหลัก คือ การสังเคราะหทางเคมี และการ
สังเคราะหโดยอาศัยกระบวนการทางชีวภาพ ซึ่งการสังเคราะหทางเคมีที่ใชในการผลิต CLA ทาง
การคาคือ การไอโซเมอรไรเซชันของกรดไขมันลิโนเลอิกในสภาวะดาง (Alkali isomerization) ท่ี
อุณหภูมิไมต่ํากวา 180 องศาเซลเซียส เปนวิธีการท่ีใหผลผลิตสูงประมาณรอยละ 95 สามารถผลิตได
ในเชิงเศรษฐกิจ (Economically viable) โดย CLA ท่ีไดจะมีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-10, cis-12-18:2 ในปริมาณท่ีเทากัน สวนการสังเคราะหโดยอาศัยกระบวนการทางชีวภาพ
เกิดขึ้นจากการพบ CLA ในกระเพาะหมัก (Rumen) ของสัตวเคี้ยวเอื้อง ซึ่งเกิดจากกระบวนการ 
Biohydrogenation ของกรดไขมันลิโนเลอิก และกรดไขมันลิโนเลนิก (Linolenic acid, C18:3) ท่ีได
จากหญา และอาหารเลีย้งสตัวของแบคทีเรียกลุมท่ีเจริญไดเฉพาะที่ไมมีออกซเิจน (Anaerobic bacteria) ท่ี
อยูในกระเพาะหมัก (Ruminal bacteria) เปนสําคัญ เชน  Butyrivibrio fibrisolvens  ซึ่งเปนแบคทีเรีย
ชนิดหลักท่ีสราง CLA โดยการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรส (Linoleate isomerase) ท่ี
แบคทีเรียสรางขึ้น (Kepler, Hirons, McNeill, and Tove, 1966, quoted in Bauman, Baumgard, Corl, 
and Griinari, 1999) จากการเหนี่ยวนําดวยกรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงซอนสายยาว นอกจากแบคทีเรียใน
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กระเพาะหมัก  ยังพบวาแบคทีเรียที ่ใช เปนกลา เชื ้อในผลิตภัณฑนม เชน Propionibacterium 
freudenreichii และแบคทีเรียในสกุล Lcatobacillus และ Bifidobacterium สามารถสราง CLA จากกรด
ไขมันลิโนเลอกิได เม่ือเลีย้งในอาหารเฉพาะท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิกอิสระ (Free linoleic acid) 
ในชวง 10 ปท่ีผานมามีงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิต CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์ดวย
แบคทีเรียเผยแพรเปนจํานวนมาก โดยเฉพาะอยางย่ิงการผลิตดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid 
bacteria) เนื่องจากพบวามีศักยภาพในการสราง CLA และสรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-10, cis-12-18:2 เปนหลัก ซึ่งมีงานวิจัยรองรับแลววาเปนไอโซเมอรท่ีมีคุณสมบัตทิางชีววิทยาท่ี
เปนประโยชนตอมนุษย พรอมกันนี้แบคทีเรียกรดแล็กติกยังมีคุณสมบัติที่สําคัญอยางยิ่ง คือ เปน
แบคทีเรียท่ีปลอดภัยตอผูบริโภค (Generally regarded as safe, GRAS) และจัดอยูในกลุมแบคทีเรีย
สําหรับอาหาร (Food grade bacteria) สกุล (Genus) ท่ีมีการรายงานวาสามารถผลิต CLA จากกรด
ไขมันลิโนเลอิกอิสระ ไดแกสกุล Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus และ Lactococcus 
(Kishino et al., 2002; Kim and Liu, 2002) แตอยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการผลิต CLA จาก
น้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูง และหาไดงาย เชน น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลืองซึ่งมี
ประมาณรอยละ 68.2 และ 53.2 (Gunstone, 2002) ตามลําดับ ยังมีไมมากนัก และมีปริมาณการผลติได
คอนขางตํ่าเม่ือเทียบกบัผลผลิตที่ไดจากกรดไขมันลโินเลอิกอิสระ ดังนั้นการปรับปรุงกระบวนการผลิต 
CLA จากน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลือง เริ่มต้ังแตการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มี
ศักยภาพในการสราง CLA จากน้ํามันท้ังสองชนิด และตรวจสอบปจจัยตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของกับปริมาณ 
การผลิต CLA จะทําใหไดกระบวนการที่ใหผลผลิต CLA สูงขึ้น ซึ่งสามารถนําไปสูการประยุกตใช
ในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได 
 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1.2.1 เพ่ือทดสอบความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบการ
หมักในอาหารเหลวที่มีการเติมกรดไขมันลิโนเลอิกในรูปสารบริสุทธิ์ ภายใตสภาวะการผลิตแบบ 
Microaerobic และ Anaerobic 
 1.2.2 เพ่ือศึกษาชนิดและปริมาณ CLA ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบการผลิต
และสภาวะดังกลาว 
 1.2.3 เพ่ือประเมิณความเปนไปไดในการผลิต CLA ในระดับอุตสาหกรรมดวยกระบวนการ
ผลิต CLA ในสภาพอาหารเหลวโดยเลียนแบบหลักการของระบบบําบัดน้ําเสีย และใชแบคทีเรียกรด
แล็กติกที่คัดเลือกไดจากขอ 1.2.1 
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1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
 1.3.1 แบคทีเรียกรดแล็กติกตางสายพันธุสามารถสราง CLA ไดแตกตางกัน 
 1.3.2 แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถสราง CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกท่ีอยูในรูป
ไทร-, ได- และ/หรือโมโนกลีเซอรไรดสูงได 
 1.3.3 การใชกลาเชื้อผสมในระบบการหมักจะทําใหเกิดการสงเสริม และ/หรือแขงขันการ
สราง CLA ในระหวางกระบวนการหมักได 
 1.3.4 การเตรียมน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงใหอยูในรูปอิมัลชันใหมีหยดน้ํามันขนาด
เล็กจะสงเสริมใหแบคทีเรียกรดแล็กติกสราง CLA ไดมากขึ้น 
 
1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ทดสอบความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกแตละสายพันธุโดยใชน้ํามัน 
ดอกทานตะวันและน้ํามันถั่วเหลืองเปนวัตถุดิบ คัดเลือกแบคทีเรียอยางนอย 3 สายพันธุท่ีสามารถ 
สรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ/หรือ trans-10, cis-12-18:2 ไดสูงมาศึกษาสภาวะการเลี้ยง
ที่เหมาะสมเพ่ือเพิ่มปริมาณการสราง CLA ในหลอดทดลอง จากนั้นใชสภาวะท่ีเหมาะสมนั้นในการ 
ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชุด (Batch fermentation) ในระดับหองปฏิบัติการเพื่อ
ประเมินความเปนไดในการผลิต CLA ในระดับอุตสาหกรรม 
 
1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวจิัย 
1.5.1 ไดระบบการผลิต CLA ตนแบบดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก 
1.5.2 ไดเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีศักยภาพในการสราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันและ 
น้ํามันถั่วเหลอืง 
 1.5.3 ไดสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามนัถั่วเหลอืง
ดวยแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่มีศักยภาพในระบบถังหมัก 
 
  
 
 
 
 
 
 
บทที่ 2 
ปริทศันวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 คอนจูเกตลิโนเลอิกแอซิด (Conjugated linoleic acid, CLA) 
 2.1.1 โครงสรางทางเคม ีและการคนพบ  
Conjugated linoleic acid (CLA) หรือ Conjugated octadecadienoic acid  คอื กลุมของกรด
ไขมันท่ีมีลักษณะรูปราง และโครงสรางเปนไอโซเมอรของกรดไขมันลโินเลอกิ (Linoleic acid, 
C18:2 n-6) ซึ่งจัดเปนหนึ่งในกรดไขมันจําเปนตอมนุษยชนิดโอเมกา 6 (Essential omega-6 fatty acid) 
โครงสรางแบบคอนจูเกตนั้นจะมีพันธะคู 2 พันธะในโมเลกลุเรียงตัวสลับกับพันธะเด่ียวหนึ่งพันธะ 
โดยไมมีหมูของเมทิลีน (-CH2-) คั่นกลาง ซึ่งโครงแบบ (Configuration) ของพันธะคูของ CLA นัน้
สามารถพบไดท้ังในรปูของ cis หรือ trans โดยตําแหนงของพันธะคู 2 พันธะจะพบไดหลากหลาย คือ
ที่ตําแหนง 6, 8; 7, 9; 8, 10; 9, 11; 10, 12; 11, 13 และ 12, 14 พรอมทั้งมีรูปรางท่ีเปนแบบ cis, cis; cis, 
trans; trans, cis และ trans, trans (Mulvihill, 2001) ดงัรปูท่ี 2.1โดยรวมแลว CLA จะมีไอโซเมอร 
ทั้งหมด 28 ไอโซเมอร (Collomb et al., 2006) แตไอโซเมอรหลกัท่ีพบในธรรมชาติท้ังในมนุษยและ
สัตวไดแก cis-9, trans-11 octadecadienoic acid (Chin, Liu, Strokson, Ha, and Pariza, 1992) ซึ่งมีชือ่
เรียกอกีอยางหนึ่งคือ กรดไขมันรูมินกิ (Rumenic acid) (Kramer et al., 1998) เนือ่งจากเปนไอโซเมอร 
ที่เชือ่วาถูกสังเคราะหขึ้นในกระเพาะหมัก (Rumen) ของสตัวเคี้ยวเอือ้ง 
 CLA ถูกคนพบโดยบังเอิญในขณะท่ี Pariza and Hargraves (1985) อางถึงใน Park and Pariza 
(2007) ศึกษาถึงความสัมพนัธระหวางการเกดิสารกอการกลายพันธุ (Mutagen) กับระยะเวลา และ
อุณหภูมิที่ใชในการทําใหเนือ้วัวสุก ซึ่งสารท่ีสกดัไดจากเนื้อวัวหลังจากทดลองนัน้มีสารประกอบ ท่ีมี
คุณสมบัติตานการเกดิการกอกลายพันธุ (Anti-mutagenic activity) หลงัจากการตรวจสอบชนดิของ 
สารประกอบจึงพบวาเปนไอโซเมอรของกรดไขมนัลิโนเลอิกและเรียกวา CLA (Ha, Grimm, and Pariza, 
1987, quoted in Aydin, 2005) 
2.1.2 แหลงที่พบ และปริมาณ CLA 
แหลงของ CLA สวนใหญพบในน้ํานม ผลิตภัณฑจากน้ํานม และผลิตภณัฑเนือ้จากสัตวเคี้ยว
เอื้อง เชน เนือ้โค และเนื้อแกะ ซึ่งประมาณรอยละ 80-90 ของ CLA ท่ีพบในอาหารจะอยูในรูป cis-9, 
trans-11-18:2 (ตารางท่ี 2.1) (Chin et al., 1992) ในธรรมชาติน้ํานมโคเปนแหลง CLA ที่สําคัญท่ีสุด 
สามารถพบ CLA ไดตั้งแต 2-37 มิลลิกรัมตอกรัมไขมันนม ซึ่งจะขึ้นอยูกับระยะการใหน้ํานม อายุ
ของสัตว สายพันธุ ฤดูกาล โภชนาการของสัตว และสิ่งแวดลอมทีเ่ลี้ยงสตัว โดยโภชนาการของสัตว
เปนปจจัยสําคัญทีสุ่ดตอปริมาณ CLA ในน้ํานมโค Dhiman, Arnand, Scatter, and Pariza (1999) 
พบวา การใหโคกนิหญาในทุงหญา (Pasture feeding) จะทําใหมี CLA ในน้ํานม (22.1 มลิลิกรัมตอ
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กรัมไขมันนม) มากกวาการใหโคกนิหญาผสมเมล็ดธัญพืชอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนั้นการ
เสริมน้ํามันจากพืชท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูง เชน น้ํามันถัว่เหลือง น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถั่วลสิง 
และน้ํามันละหุงในอาหารใหโคทุกวันจะมีผลอยางยิ่งตอการเพ่ิมปริมาณ CLA ในน้ํานม (Collomb et 
al., 2004) ซึ่งพบวาการใหอาหารท่ีเสริมน้ํามันดอกทานตะวัน 53 กรัมตอกิโลกรัมอาหาร นาน 2 
สัปดาห จะทําใหน้ํานมโคมีปริมาณ CLA สูงท่ีสุด (24.4 มิลลิกรัมตอกรัมไขมันนม) (Kelly et al., 
1998) ในสวนของเนือ้จากสัตวเคี้ยวเอื้องมีปริมาณ CLA เฉลี่ย 2.7-5.6 มิลลกิรัมตอกรัมไขมนั โดยจะ
ขึ้นอยูกับชนิดของสัตว ชนดิของกลามเนือ้ และโภชนาการของสัตวเปนหลกั ในสวนผลติภณัฑจาก
น้ํานม และผลิตภัณฑจากเนือ้สัตวเคี้ยวเอือ้งมีปริมาณ CLA โดยเฉลี่ย 3-7 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน (Lin 
et al., 1995 and Chin et al., 1992) ปริมาณ CLA ท่ีพบในผลิตภัณฑตาง ๆ นั้นจะขึน้อยูกับปริมาณ 
CLA จากวัตถุดิบกอนการแปรรูป และปริมาณไขมันของผลิตภณัฑนั้น ๆ ซึ่งกระบวนการแปรรูป 
และระยะเวลาในการเก็บมกัไมมีผลตอปริมาณ CLA ในผลิตภัณฑ (Shantha et al. 1995 and Shantha, 
Crum, and Decker, 1994) 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.1 โครงสรางทางเคมขีองกรดไขมันลโินเลอกิ และ CLA บางไอโซเมอร 
    ท่ีมา: Bessa, Santos-silva, Ribeiro, and Portugal (2000) 
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ตารางที่ 2.1 ปริมาณ CLA ในอาหารชนดิตาง ๆ 
 
Food Total CLA (mg/g fat) cis-9, trans-11 isomer (%) 
Dairy products   
Homogenized milk  5.5 92 
Butter 4.7 88 
Sour cream 4.6 90 
Plain yogurt 4.8 84 
Non fat yogurt 1.7 83 
Ice cream 3.6 86 
Sharp cheddar cheese 3.6 93 
Mozzarella cheese 4.9 95 
Colby cheese 6.1 92 
Cottage cheese 4.5 83 
American processed cheese 5.0 93 
Meat (uncooked)   
Fresh ground beef 4.3 85 
Beef round 2.9 79 
Veal 2.7 84 
Lamb 5.6 92 
Pork 0.6 82 
Poultry (uncooked)   
Chicken 0.9 84 
Fresh ground Turkey 2.5 76 
Seafood (uncooked)   
Salmon 0.3   n.d.* 
Lake trout 0.5 n.d. 
Shrimp 0.6 n.d. 
Vegetable oils   
Safflower  0.7 44 
Sunflower 0.4 38 
Canola 0.5 44 
Corn 0.2 39 
หมายเหตุ * n.d. หมายถึง ตรวจไมพบ  
ท่ีมา: Chin et al. (1992) 
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2.1.3 ความสําคัญของ CLA 
CLA มีความสําคัญตอมนุษยในดานการเปนอาหารเชิงหนาท่ี (Functional food) และดาน
เภสชัศาสตร เนือ่งจากมีคณุสมบัตทิางชีววิทยา (Biological properties) ท่ีเปนประโยชนหลายประการ 
เม่ือทดสอบในสัตวทดลอง คณุสมบัติทางชีววิทยาของ CLA ท่ีเดนชดัไดแก การเปนสารตานการเกิด
มะเร็ง ลดไขมนัในรางกาย และปองกนัภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง (Atherosclerosis) นอกจากนั้นยัง
แสดงคุณสมบัตเิปนสารตานการเกิดอนุมูลอสิระ สงเสริมการสรางกระดูก มีสวนในการกระตุนการ
ทํางานของระบบภูมิคุมกนัของรางกาย และรกัษาระดับน้าํตาลในเลอืดและอนิซูลนิใหปกต ิ (Belury, 
2002a) 
2.1.3.1 คุณสมบัติการเปนสารตานการเกิดมะเร็ง (Anticarcinogenic property) 
คุณสมบัตกิารเปนสารตานการเกิดมะเร็งของ CLA ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Ha, Grimm, 
and Pariza (1987) อางถึงใน MacDonald (2000) พบวา สารบรสิุทธิ์ท่ีสกัดไดจากเนื้อโคยางซึ่งระบุ
ไดวาเปน CLA สามารถย้ับย้ังการเกิดมะเร็งผิวหนังของหนทูดลองในระยะเริม่ตน (Initiation) เม่ือถกู
เหนี่ยวนําดวยสารกอมะเร็งผิวหนังชนิด 7,12-dimethybenz[a]anthracene (DMBA) CLA สามารถยับยั้ง 
การเจริญของเนื้องอกบริเวณกระเพาะสวนตน (Forestomach) ของหนเูพศเมียท่ีถกูเหนี่ยวนําใหเกิด
เนือ้งอกดวย Benzo[a]pyrene (BP) แตกรดไขมันลิโนเลอกิ และน้ํามันมะกอกไมสามารถยับยั้งการ
เจริญของเนือ้งอกได (Ha, Strokson, and Pariza, 1990, quoted in Kritchevsky, 2000) Ip et al. (1994) 
ศกึษาการตานการเกิดมะเร็งเตานม โดยใหหนูทดลองกินอาหารท่ีมี CLA ปริมาณรอยละ 0.05, 0.10, 
0.25 หรือ 0.5 ทุกวันเปนเวลา 2 สัปดาหกอนใหสารกอมะเร็ง DMBA พบวา หนูที่กินอาหารท่ีมี 
CLA จะมีปริมาณเนือ้งอกท่ีเตานมนอยกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ ซึ่งการไดรับ CLA 
ในปริมาณมากขึ้นจะทําใหปริมาณเนือ้งอกลดลงตามลําดับ และพบวา CLA สามารถแสดงคุณสมบัติ
ตานการเกิดมะเร็งไดท้ังท่ีอยูในรูปกรดไขมันอิสระ และไทรกลเีซอรไรด (Ip, Scimeca, and Thompson, 
1995, quoted in Kritchevsky, 2000) โดยเชือ่วา cis-9,trans-11-CLA เปนไอโซเมอรหลกัที่มีคณุสมบัติ 
ตานการเกดิมะเร็ง เนือ่งจากไอโซเมอรนีส้ามารถรวมตัวกบัฟอสโฟลปิด (Phospholipids) ทีผ่นังเซลล 
ไดซึ่งแตกตางจากไอโซเมอรอืน่ 
การศึกษาการตานการเกิดมะเร็งของ CLA ในหลอดทดลองโดยใชเซลลมะเร็งของ
มนุษยโดย Shultz, Chew, Seaman, and Luedecke (1992) และ Shultz, Chew, Seaman (1992) อางถึง
ใน MacDonald (2000) นําเซลลมะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนมา (Melanoma) (M21-HPB) เซลลมะเร็ง
เตานม (MCF-7) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ (HT-29) มาเลี้ยงในอาหารเฉพาะท่ีเสริมดวยกรดไขมัน     
ลิโนเลอิก หรือ CLA ท่ีความเขมขนตาง ๆ (1.78-7.14 x 10-5 โมลาร) เปนเวลา 12 วัน พบวา CLA 
สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดทุกความเขมขน และทุกระยะเวลาการทดสอบ ซึ่งแตกตาง 
จากกรดไขมันลิโนเลอกิท่ีจะยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดท่ีความเขมขน 3.57-7.14 x 10-5 โมลาร 
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ท่ีเวลา 8-12 วัน และมีการรายงานวา CLA ยังแสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลล 
มะเร็งไดสูงกวาเบตาแคโรทีน โดยเชือ่วา CLA เปนพิษกับเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ยับยั้งการเจริญ 
(Proliferation) ของเซลลมะเร็ง Melanoma (M21-HPB) และเซลลมะเร็งลําไสใหญ (HT-29) และ
เหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งตาย (Apoptosis)  
Belury (2002b) รายงานวา CLA สามารถแสดงคณุสมบัติตานการเกดิมะเร็งไดทกุระยะ 
ประกอบดวยระยะเริ่มตน (Initiation) ระยะเพิม่จํานวน (Progression) และระยะการแพรกระจายไปสู
บริเวณอื่น (Metastasis) โดยเชือ่วา CLA สามารถลดการเพ่ิมจํานวนของเซลลท่ีผดิปกติ ยับยั้งการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทด (Nucleotide) และ DNA และทําหนาท่ีเปนสารตานการเกิดอนุมูลอสิระชวย
ลดความเปนพิษของสารกอมะเร็ง ซึ่ง Ip et al. (1994) ไดรายงานวาปริมาณ CLA ท่ีมนุษยสขุภาพ ปกติ
โดยท่ัวไปควรไดรับตอวัน ประเมินจากผลการศกึษาในสตัวทดลอง คอื 3 กรัมตอวัน โดยจะเปน
ปริมาณท่ีสามารถสงผลปองกันการเกดิโรคมะเร็งได 
2.1.3.2 คุณสมบัติการลดไขมันในรางกาย 
CLA มีบทบาทสําคัญในการลดไขมันในรางกาย และสงเสริมการเกิดกลามเนื้อ ซึ่ง
Park et al. (1997) อางถึงใน Kritcheveky (2000) ทําการศกึษาในหนูทดลองโดยให CLA ในปริมาณ
รอยละ 0.5 โดยน้ําหนัก ประกอบดวยไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 รอยละ 50 และ trans-10, cis-
12-18:2 รอยละ 50 พบวา ปริมาณไขมันในรางกายของหนูทดลองลดลงคดิเปนรอยละ 60 เมือ่เทียบ
กับกลุมควบคุม และมกีลามเนื้อเพ่ิมมากขึน้อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยท่ีน้ําหนกัของหนูทดลอง
ไมเปลี่ยนแปลง  โดยท่ี CLA ทั้งในรูปกรดไขมันอิสระ ไดกลเีซอรไรด และ ไทรกลีเซอรไรดสามารถ 
ลดปริมาณไขมันในรางกายของหนูทดลองไดเชนเดียวกัน (Park and Pariza, 2007) จากการศกึษา
ของ Park, Strokson, Albright, Kiu, and Pariza (1999) ในหนทูดลองจึงพบวา trans-10, cis-12-18:2 
เปนไอโซเมอรหลกัท่ีแสดงคณุสมบัติในการลดไขมันในรางกาย (ตารางที่ 2.2) เชนเดียวกับผลการ 
ศกึษาในหนแูฮมสเทอรท่ีมีภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (Atherosclerosis) โดยใหกนิอาหารท่ีเสริมดวย
กรดไขมันลิโนเลอกิ, CLA ไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 หรือ ไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2 
รอยละ 0.5 เปนเวลา 6 สัปดาห พบวา หนูทดลองท่ีไดรับอาหารเสริมดวยไอโซเมอร trans-10, cis-
12-18:2 เทานั้นท่ีมีไขมันลดลงอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (Navarro et al., 2003) ซึ่งเม่ือศึกษาบทบาท
การลดไขมันในรางกายของ CLA ในมนุษย โดยใหผูทดสอบท่ีมดัีชนีมวลกาย (Body mass index) 
25-35 กิโลกรัมตอเมตร2 ไดรับ CLA ปริมาณ 1.7, 3.4, 5.1 หรือ 6.8 กรัมตอวัน เปนเวลา 12 สัปดาห 
พบวา ผูทดสอบท่ีไดรับ CLA ปริมาณมากกวา 3.4 กรัมตอวัน ปริมาณไขมันในรางกายจะลดลงอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (Blankson et al., 2000)  
การลดไขมนัในรางกายของ CLA ประกอบดวยกลไกหลายกลไกรวมกนั เชน เรงการ 
เผาผลาญไขมันเพ่ือใหไดพลังงาน ลดการสะสมไขมันท่ีเนือ้เยื่อไขมัน (Adipose tissue) โดย CLA จะ
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ยับยั้งการทํางานของเอนไซม Lipoprotein lipase ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีหนาทีน่ําสงไขมันเขาสูเซลล
เนื้อเยื่อไขมัน CLA ยับย้ังการทํางานของเอนไซม Stearoyl-CoA desaturase ซึ่งเปนเอนไซมที่ทํา
หนาท่ีในการเปลี่ยนกรดไขมันอิ่มตัว (Saturated fatty acids) เปนกรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงเด่ียว 
(Monounsaturated fatty acids) ซึ่งเปนกรดไขมันหลกัที่จะถูกนําไปสะสมท่ีเนือ้เยือ่ไขมนั เปนตน 
 
ตารางท่ี 2.2 ผลของ CLA ตอองคประกอบในรางกายของหนูทดลอง 
           
Group Empty carcass weight (g) Fat (g) Protein (g) 
Control 27.4±1.21 22.3±1.8 16.3±0.49 
CLA mix 24.3±0.76 6.7±0.86 19.0±0.24 
c9, t11 rich CLA 25.5±0.59 13.1±1.66 18.1±0.50 
t10, c12 rich CLA 23.4±0.92 6.8±1.26 19.3±0.30 
ท่ีมา: Park et al. (1999) 
 
2.1.3.3 คุณสมบัติการปองกันภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (Atherosclerosis) 
CLA มีบทบาทในการลดปริมาณคอเลสเทอรอล (Cholesterol) ในเลอืดซึ่งมีสวนสําคัญ 
อยางยิ่งตอการปองกนัภาวะ Atherosclerosis ซึ่ง Lee, Kritchevsky, and Pariza (1994) อางถึงใน 
MacDonald (2000) ทดสอบในกระตายท่ีไดรบัอาหารที่มีไขมันรอยละ 14 และคอเลสเทอรอลรอยละ 
0.1 (Atherogenic diet) ซึ่งเสริมดวย CLA 0.5 มิลลกิรัมตอวัน เปนเวลา 22 สัปดาห พบวา ปริมาณ
ไทรกลีเซอรไรด (Triglycerides) ไขมันท่ีมีความหนาแนนต่ํา (Low density lipoprotein, LDL) และ
อัตราสวนระหวางไขมันท่ีมีความหนาแนนตํ่ากบัไขมันท่ีมีความหนาแนนสงู (High density lipoprotein) 
(LDL/HDL) ในเลือดต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคญัทางสถติิ เชนเดียวกับผลการศกึษาในหนู
แฮมสเทอรของ Nicolosi, Rogers, Kritchevsky, Scimeca, and Huth (1997) อางถึงใน MacDonald 
(2000) พบวาหนูที่ไดรับ CLA จะมีปริมาณไทรกลเีซอรไรด และ LDL ในเลือดต่ํากวากลุมควบคุม 
และหนูท่ีไดรับกรดไขมันลิโนเลอกิอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ โดยท่ีไมมีผลตอปริมาณ HDL นอกจาก 
นั้น Gavino, Gavino, Lablanc, and Tuchweber (2000) ศึกษาปริมาณคอเลสเทอรอลในเลอืดของหนู
แฮมสเทอรที่ไดรับอาหารที่มีไขมันสูงที่เสรมิดวย CLA ผสม 10 กรัมตอกิโลกรัมอาหาร ไอโซเมอร 
cis-9, trans-11-18:2 บริสุทธิ์ 2 กรัมตอกิโลกรัมอาหาร และกรดไขมันลิโนเลอกิ 2 กรัมตอกิโลกรัม
อาหาร พบวา หนูท่ีไดรับ CLA ผสมจะมีปรมิาณไทรกลเีซอรไรด คอเลสเทอรอลท้ังหมด และ LDL
ในเลอืดตํ่ากวากลุมท่ีไดรับกรดไขมันลโินเลอกิในระยะเวลาภายใน 2 และ 6 สัปดาหของการทดสอบ 
แตกลุมท่ีไดรับไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 บริสทุธิ์จะไมพบการลดลงของไทรกลีเซอรไรด 
  
 
 
 
 
 
 
 10  
คอเลสเทอรอลท้ังหมด และ LDL ในเลือด จึงมีความเปนไปไดวาไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2 
จะมีบทบาทที่สําคัญตอการลดคอเลสเทอรอลในเลือด 
 
2.2 การสังเคราะห CLA (CLA synthesis) 
 ในปจจุบันการสังเคราะห CLA สามารถทําได 2 วิธีหลกั คอื การสังเคราะหทางเคมี และการ
สังเคราะหโดยอาศัยกระบวนการทางชีวภาพ ซึ่งมีรายละเอยีดดังตอไปนี ้
2.2.1 การสังเคราะห CLA ทางเคมี  
 การสังเคราะห CLA ทางเคมีเปนวิธกีารท่ีได CLA ปริมาณสูง โดยมีจุดมุงหมายในการสังเคราะห 
เพ่ือใหไดไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 เนือ่งจากเปนไอโซเมอรท่ีมี
คุณสมบัติทางชีววิทยาท่ีเปนประโยชนตอมนษุย วิธกีารสังเคราะห CLA มี 3 วิธีหลกัไดแก 1) ไอโซ
เมอรไรเซชนัของกรดไขมันลิโนเลอิกในสภาวะดาง (Alkali isomerization) 2) ไอโซเมอรไรเซชนั
กรดไขมันลิโนเลอกิดวยแสงเหนือมวง (Ultraviolet, UV) และ 3) กระบวนการ Dehydration ของ
กรดไขมันไรซิโนเลอิก (Ricinoleic acid, 12-hydroxy-9-cis-octadecenoic acid)  
2.2.1.1 ไอโซเมอรไรเซชนัของกรดไขมันลิโนเลอกิในสภาวะดาง (Alkali isomerization) 
เปนวิธกีารหลกัท่ีใชในการสังเคระห CLA ทางการคาในปจจุบัน เนือ่งจากเปนวิธกีาร 
ท่ีใหผลผลิตสูงประมาณรอยละ 95 ซึ่งสามารถผลติไดในเชิงเศรษฐกิจ (Economically viable) CLA 
ท่ีผลติไดจะมีหลายไอโซเมอรผสมกนั โดยจะมีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12- 
18:2 ในปริมาณท่ีเทากัน (ตารางท่ี 2.3)  
วัตถุดิบที่ใชในการผลิต CLA ไดแก กรดไขมันลิโนเลอกิบริสุทธิ์ หรือน้ํามนัจากพืชที่
มีองคประกอบของกรดไขมันลิโนเลอิกสูง เชน น้ํามันดอกคําฝอย น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามัน
ถั่วเหลือง ซึ่งมีกรดไขมันลิโนเลอกิโดยเฉลี่ยประมาณรอยละ 79, 68.2 และ 53.2 ตามลําดับ (Gunstone, 
2002) กระบวนการสังเคราะหกรดไขมันลิโนเลอิกประกอบดวยขั้นตอนหลัก คือ การเปลี่ยนรปูราง
ของกรดไขมนัลิโนเลอิกไปเปน CLA ในสภาวะดางเขมขน หรอืใชตัวเรงโลหะ (Metal catalyst) เชน 
โรเดียม นเิกิล และแพลททินัม เปนตน โดยจะทําปฏกิิริยาท่ีอุณหภูมิไมตํ่ากวา 180 องศาเซลเซยีส 
และการทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกผลึกกับยูเรีย  
การสังเคราะห CLA ในสภาวะดางเขมขน น้ํามันหรือกรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์จะ
ถกูทําใหละลายอยูในโพรพิลนีไกลคอล (Propylene glycol) หรือเอทิลลนีไกลคอล (Ethylene glycol) 
ท่ีมีโซเดียมไฮดรอกไซด หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซดละลายอยูมากเกินพอ ทําปฏกิิริยาท่ีอณุหภูมิ 
180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง และปรับใหเปนกรด (2.5-3.0) ดวยกรดฟอสฟอรกิ
(Phosphoric acid) กรดไฮโดรคลอริก หรอืกรดซลัฟวริก เมือ่อุณหภูมิลดลงถึง 80 องศาเซลเซียส 
จากนั้นสกัด CLA ดวยเฮกเซน และนําไปทําใหบริสุทธิด์วยการตกผลกึกับยูเรียอิ่มตัวในเมทานอล 
  
 
 
 
 
 
 
 11  
ซึ่ง CLA ท่ีไดจะอยูในรูปกรดไขมนัอสิระ (Kim, Lee, Lee, Kim, and Lee, 2003; Yang and Liu, 
2004) 
 
ตารางท่ี 2.3 ปริมาณ CLA ทางการคาแตละไอโซเมอรท่ีตรวจพบ 
 
CLA 
isomers 
Concentration 
(%) 
CLA 
isomers 
Concentration 
(%) 
CLA 
isomers 
Concentration 
(%) 
trans, trans  cis, trans  cis, cis  
12,14 0.37 12,14 0.15 11,13 0.92 
11,13 0.79 11,13 22.75 10,12 0.59 
10,12 1.46 10,12 29.60 9,11 0.69 
9,11 1.20 9,11 28.36 8,10 0.12 
8,10 0.41 8,10 12.46   
7,9 0.14     
ท่ีมา: Yurawecz, Mossoba, Kramer, Pariza, and Nelson (1999)  
 
2.2.1.2 ไอโซเมอรไรซกรดไขมันลิโนเลอิกดวยแสงเหนอืมวง (Photoisomerization) 
แสงเหนือมวงหรือ UV ถูกนํามาใชในการสังเคราะห CLA ในน้ํามันท่ีมกีรดไขมัน     
ลิโนเลอกิสูง โดยใชไอโอดีนเปนตัวเรงปฏกิิริยาท่ีอุณหภมูิตํ่า ปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณผลผลิต CLA 
ประกอบดวยความเขมขนของไอโอดีน อณุหภูมิ ระยะเวลาการสัมผสัแสง UV และความหนาของ
ชั้นน้ํามัน แตอยางไรกต็ามวิธีการนี้จะไดผลผลิต CLA ตํ่าประมาณรอยละ 16.9-20 และมไีอโซเมอร 
trans, trans สูงประมาณรอยละ 70 (Jain, Proctor, and Lall, 2008; Gammill, Proctor, and Jain, 
2010) 
2.2.1.3 กระบวนการ Dehydration ของกรดไขมันไรซิโนเลอิก (Ricinoleic acid) 
กรดไขมันไรซิโนเลอิกพบมากในน้ํามันเมลด็ละหุง (Castor oil) สูงถึงรอยละ 85-95 
ถูกนํามาสังเคราะห CLA ดวยกระบวนการ Dehydration โดยกรดไขมันไรซิโนเลอกิจะถกูทําใหอยู
ในรูป 12-Mesyloxy-octadec-9-enoate (MMOE) ดวย Methanesulfonyl chloride และทําปฏิกิริยา 
Dehydration ดวย 1,8-diazabicyclo-(5.4.0)-undec-7-ene (DBU) หรือ โพแทสเซียมไฮดรอกไซดใน   
เอทานอล หรือ เอทิลลีนไกลคอล ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งจะมีปริมาณการเปลี่ยนรูป
(Conversion) ได CLA รอยละ 77-80 ประกอบดวยไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 รอยละ 72-78 
และไอโซเมอร cis-9, cis-11-18:2 รอยละ 16-26 (Yang, Huang, Wang, and Chen, 2002) แตอยางไร
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ก็ตามการสังเคราะห CLA ดวยวิธีนี้มีหลายขัน้ตอนท่ียุงยากจึงไมเหมาะสมกับการผลิต CLA ในเชิง
การคา 
 2.2.2 การสังเคราะห CLA ทางชีวภาพ  
 CLA ท่ีพบในน้ํานม และเนือ้จากสัตวเคี้ยวเอือ้งไดมาจาก 2 แหลงผลิตท่ีสําคญั ไดแก 1) เกิด
จากการสังเคราะห CLA ในกระเพาะหมักของสัตวเคี้ยงเอือ้ง (Rumen) และ 2) เกดิจากการสังเคราะห
ภายในเนื้อเยือ่ของสัตวเคี้ยวเอือ้ง  
2.2.2.1 การสังเคราะห CLA ในกระเพาะหมักของสตัวเคี้ยงเอื้อง  
ในกระเพาะหมักของสัตวเคี้ยงเอื้อง CLA เปนสารท่ีถกูสังเคราะหขึ้นระหวางกระบวน 
การ (Intermediate) ของกระบวนการ Biohydrogenation ของกรดไขมันลิโนเลอกิ และกรดไขมัน    
ลิโนเลนกิ (Linolenic acid, C18:3) ซึ่งเปนไขมันท่ีพบอยูในหญา อาจอยูในรูปไกลโคลิปด (Glycolipids) 
และฟอสโฟลิปด (Phospholpids) ซึ่งจะถูกยอยดวยเอนไซมไลเปสท่ีผลิตจากแบคทีเรีย และไดผลผลิต 
เปนกรดไขมันอิสระ (Free fatty acids) จากนั้นจึงเขาสูกระบวนการ Biohydrogenation จนไดผลิตภัณฑ 
สุดทายเปนกรดไขมนัสเทียริก (Stearic acid, C18:0) การสังเคราะห CLA เกิดจากแบคทเีรียกลุมท่ีเจริญ 
ไดเฉพาะที่ไมมีออกซเิจน (Anareobic bacteria) ท่ีอยูในกระเพาะหมัก (Ruminal bacteria) เปนสาํคญั 
ซึ่งจากการระบชุนดิแบคทีเรยีในกระเพาะหมกั พบวา Butyrivibrio fibrisolvens เปนแบคทีเรยีแกรม
บวกชนดิหลกัทีส่ราง CLA โดยการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรสท่ีแบคทีเรียผลิตขึน้ 
(Kepler, Hirons, McNeill, and Tove, 1966, quoted in Bauman, Baumgard, Corl, and Griinari, 
1999) โดยเชือ่วา Biohydrogenation เปนกระบวนการลดความเปนพิษ (Detoxification) ของกรด
ไขมันไมอิ่มตัวเชิงซอนสายยาวในรูปอสิระ (Jiang, Brock, and Fonden, 1998)  เนื่องจากกรดไขมัน
กลุมนี้จะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียในกระเพาะหมกั (Kim, Liu, Bond, and Russell, 2000) โดย 
เฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียแกรมบวก (Maczulak, Dehority, and Palmquist, 1981, quoted in Kim et al., 
2000) เชือ่วากรดไขมันดังกลาวจะทําหนาที่เปนสารตานจุลินทรีย (Antimicrobial activity) ท่ีบริเวณ
เย่ือหุมเซลล (Cytoplasmic membrane) (Boyaval, Corre, Dupuis, and Roussel, 1995, quoted in 
Song et al., 2005)   
กระบวนการ Biohydrogenation ของกรดไขมันลิโนเลอิกจะประกอบดวย 3 ขั้นตอน 
(Kepler and Tove, 1967, quoted in Coakley et al., 2003) ดังรูปท่ี 2.2 คือ 1) การเปลี่ยนรูปราง 
(Isomerization) ของกรดไขมันลิโนเลอิกไปเปน cis-9, trans-11-18:2 โดยเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส 
(Linoleate isomerase, EC 5.2.1.5) เปนเอนไซมท่ีแบคทีเรียสรางขึ้นและแทรกอยูระหวางผนังเซลล
แบคทเีรีย (Membrane bound enzyme) (Griinari and Bauman, 1999, quoted in Khanal and Dhiman, 
2004) และจําเจาะจงกับสารต้ังตน (Substrate) ท่ีมีพันธะคูท่ีตําแหนง cis-9, cis-12 และมีหมูคารบอก
ซิลอสิระ (Free carboxyl group) ซึ่งพบไดในกรดไขมันลโินเลอกิ และกรดไขมนัลโินเลนกิ ในรูปอิสระ 
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(Kepler, Tucker, and Tove, 1970, quoted in Khanal and Dhiman, 2004) 2) CLA จะถูกเปลี่ยนไปอยู
ในรูป trans-vaccenic acid (trans-11-18:1) อยางรวดเร็วดวยกระบวนการไฮโดรจีเนชนั 
(Hydrogenation) และ 3) trans-vaccenic acid จะถูกเปลีย่นไปเปนกรดไขมนัสเทียริกดวยกระบวน 
การไฮโดรจีเนชนั ซึ่งขัน้ตอนนี้จะเกิดดวยอัตราท่ีชา ดังนัน้จึงมีการสะสม trans-vaccenic acid ใน
กระเพาะหมัก และถูกดูดซึมได (Khanal and Dhiman, 2004; Bauman et al., 1999)  
นอกจากแบคทีเรียในกระเพาะหมักยังพบวา แบคทีเรียท่ีใชเปนกลาเชื้อในผลิตภัณฑนม 
เชน Propionibacterium freudenreichii และแบคทีเรียแกรมบวกท่ีอาศัยประจําอยูในลําไสของมนษุย 
และสตัว เชน แบคทีเรียในสกลุ Lcatobacillus และ Bifidobacterium สามารถสราง CLA จากกรด
ไขมันลิโนเลอกิไดเม่ือเลี้ยงในอาหารเฉพาะท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิก ซึ่งมแีบคทีเรียในสกลุ 
Lcatobacillus บางสายพันธุทีส่ามารถสราง CLA จากกรดไขมันไรซโินเลอกิ และน้ํามันละหุงได 
(Coakley et al., 2003; Kim, 2003; Alonso, Cuesta, and Gilliland, 2003; Lee et al., 2003; Jiang, 
Brock, and Fonden, 1998; Kishino, Ogawa, Omura, Matsumura, and Shimizu, 2002; Ogawa, 
Matsumura, Kishino, Omura, and Shimizu, 2001; Ando, Ogawa, Kishino, and Shimizu, 2003; 
Ando et al., 2004) ดังตารางท่ี 2.4 
2.2.2.2 การสังเคราะห CLA ภายในเนื้อเย่ือของสัตวเคี้ยวเอือ้ง 
CLA ท่ีพบในน้ํานม และเนือ้จากสัตวเคี้ยวเอื้องโดยสวนใหญ (ประมาณรอยละ 78) 
จะมาจากการสังเคราะหขึ้นภายในเนือ้เย่ือ เม่ือ trans-vaccenic acid ถกูดูดซึม และถกูสะสมท่ีตอม
สรางน้ํานม (Mammary gland) และเนื้อเยือ่ไขมัน (Adipose tissue) จะถูกเปลี่ยนไปเปน CLA ดวย
กระบวนการกําจัดไฮโดรเจน (Desaturation) โดยเอนไซม Δ9-Desaturase ซึ่งมีกระบวนการดังรูปท่ี
2.2 และ CLA จะถูกสะสมในน้ํานม และสวนของไขมันท่ีแทรกอยูในกลามเนือ้ของสัตวเคี้ยวเอื้อง 
(Corl et al., 2001) 
 
2.3 วิธีการตรวจวเิคราะห CLA  
การแยก และการบงชี้ชนิดกรดไขมัน และ CLA โดยท่ัวไปใชเทคนิคโครมาโทกราฟ 
(Chromatography) ซึ่งเปนวิธีท่ีสามารถตรวจแยกวิเคราะห CLA ไดทั้งคุณภาพ และปริมาณ เทคนิค
โครมาโทกราฟท่ีนิยมใชไดแก Gas chromatography (GC), Silver-ion (Argentation) high performance 
liquid chromatography (Ag+-HPLC) และ Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) 
  
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 2.4 ปริมาณการผลิต CLA โดยแบคทีเรียแตละชนดิ 
 
Species Reaction method
a/ 
Substrateb CLA isomers 
Productivity 
(mg/L) 
Bifidobacterium breve  c/LA cis-9, trans-11 (91%), trans-9, trans-11 (9%) 398 
Bifidobacterium angulatum c/LA cis-9, trans-11 (50%), trans-10, cis-12 (50%) 1.2 
Bifidobacterium bifidum c/LA cis-9, trans-11 (100%) 1.0 
Bifidobacterium aldolescentis c/LA cis-9, trans-11 (46%), trans-9, trans-11 (20%), trans-10, cis-12 (34%) 3.5 
Bifidobacterium dentium c/LA cis-9, trans-11 (78%), trans-9, trans-11 (21%), trans-10, cis-12 (1%) 160 
Bifidobacterium infantis c/LA cis-9, trans-11 (74%), trans-9, trans-11 (19%), trans-10, cis-12 (7%) 24.6 
Bifidobacterium lactis c/LA cis-9, trans-11 (90%), trans-9, trans-11 (8%), trans-10, cis-12 (2%) 170 
Bifidobacterium pseudocatenulatum c/LA cis-9, trans-11 (72%), trans-9, trans-11 (19%), trans-10, cis-12 (9%) 23.3 
Butyrivibrio fibrisolvens r/LA cis-9, trans-11 (95%) 220 
Lactobacillus acidophilus c/LA cis-9, trans-11 (85%), trans-9, trans-11 (5%), trans-10, cis-12 (10%) 131 
Lactobacillus casei c/LA cis-9, trans-11 (85%), trans-9, trans-11 (3%), trans-10, cis-12 (12%) 111 
Lactobacillus acidiphilus r/LA cis-9, trans-11 (67%), trans-9, trans-11 (33%) 4,900 
Lactobacillus plantarum r/LA cis-9, trans-11 (38%), trans-9, trans-11 (62%) 40,000 
Lactobacillus plantarum r/RA cis-9, trans-11 (21%), trans-9, trans-11 (79%) 2,400 
Lactobacillus plantarum r/CO cis-9, trans-11 (26%), trans-9, trans-11 (74%) 2,700 
Lactobacillus reuteri r/LA cis-9, trans-11 (59%), trans-10, cis-12 (41%) 300 
Propionibacterium freudenreichii c/LA cis-9, trans-11 (93%) 265 
หมายเหตุ ac, cultivation; r, resting cell reaction, bLA, linoleic acid; RA, ricinoleic acid; CO, castor oil 
ท่ีมา: Ogawa et al. (2005)
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รูปท่ี 2.2 การสังเคราะห CLA ดวยกระบวนการ Biohydrogenation ในกระเพาะหมัก และภายในเนือ้ 
เย่ือและตอมสรางน้ํานมดวยเอนไซม Δ9-Desaturase ของสตัวเคี้ยวเอือ้ง 
ที่มา: Bauman et al. (1999) 
 
2.3.1 วิธี Gas chromatography (GC) 
เทคนิค GC สามารถตรวจวิเคราะห CLA ไดท้ังคุณภาพ และปริมาณ โดยจะตรวจวิเคราะห 
CLA ท่ีอยูในรูปเมทิลหรอืเอทิลเอสเทอร (Methyl or Ethyl ester) ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง
ประกอบดวย 3 ขัน้ตอนหลัก คือ การสกัดไขมัน การเตรียมกรดไขมันอิสระใหอยูในรูปเอสเทอรโดย
เติมหมูเมทิล (Methylation) และการวิเคราะหดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 
 การสกัดไขมันออกจากตัวอยางจะใชตัวทําละลายอินทรีย (Organic solvent) ในการสกัด 
โดยทั่วไปใชตัวทําละลายอินทรยีผสมเพื่อใหเกิดการละลายของไขมันท่ีไมมีขั้ว (Non polar) ครอบคลุมถึง
ไขมนัท่ีมีขั้วเลก็นอย ซึง่จะสามารถสกดัไขมันไดตั้งแตกรดไขมันสายโซสั้น (Short chain fatty acids) 
จนถึงสายโซยาว (Long chain fatty acids) ตัวทําละลายอนิทรียผสมท่ีนิยมใชไดแก คลอโรฟอรมกับ
เมทานอล เฮกเซนกับไอโซโพรพานอล และอาจใชเฮกเซนเพียงอยางเดียว  
 การเตรียมกรดไขมันใหอยูในรูปเอสเทอรโดยเติมหมูเมทิล (-CH3-) หรือเอทิล (-CH2- CH3-) 
เปนขั้นตอนการเปลี่ยนกรดไขมันใหอยูในรูปท่ีมีขั้วนอยลง และมีจุดเดือดต่ําลง โดยพ้ืนฐานการเตรียม 
กรดไขมันมี 2 วิธีหลัก คอื 1) การยอยไขมัน (Lipid hydrolysis) ดวยดาง หรือปฏกิิริยาสปอนนิฟเคชนั 
(Saponification) ซึ่งจะทําใหกรดไขมันท่ีอยูในรูป ไทร-, ได- หรือ โมโน- กลีเซอรไรดใหอยูในรูป
กรดไขมันอิสระ จากนั้นจึงทําปฏกิิริยา Methylation กรดไขมันอิสระดวยตัวเรงปฏิกิริยา (Catalyst) ท่ี
เปนกรดในเมทานอล 2) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัโดยตรง (Direct transesterification) ดวย
ตัวเรงปฏิกริิยาที่เปนกรดหรือดางในสภาวะที่ไมมีน้ํา (Aldai, Murray, Nájera, Troy, and Osoro, 2005) 
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ประกอบดวย 2 ปฏิกิริยาหลัก ไดแก Acid-catalyzed transesterification และ Base-catalyzed 
transesterification  
ปฏิกิรยิาAcid-catalyzed transesterification สารประกอบที่นิยมใชในการทําปฏิกิริยาไดแก 
โบรอนไทรฟลอูอรไรดในเมทานอล (BF3-methanol) ซลัฟวริกในเมทานอล (H2SO4-methanol) และ 
ไฮโดรคลอรกิในเมทานอล (HCl-methanol) โดยสามารถเติมหมูเมทิลกับไขมันท่ีอยูในรูปกรดไขมัน
อิสระ ฟอสโฟลิปด และ ไทรกลีเซอรไรด แตอยางไรก็ตามปฏิกิรยิานี้มีขอเสียคอืจะทําใหเกิดการ
เปลีย่นรูปรางของ CLA (Isomerization) จาก cis, trans เปน trans, trans และเกิดสารเมทอกซ ี และ 
ไฮดรอกซี (Methoxy and hydroxy artifacts) (Kramer et al., 1997) นอกจากนั้นการทําปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิสูง (80-100 องศาเซลเซียส) และระยะเวลามากกวา 30 นาที จะทําใหปริมาณ cis-9, trans-11-
18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 ลดลง แตจะยิ่งเพ่ิมปริมาณ trans9, trans-11-18:2 และ trans-10, 
trans-12-18:2 แตการใชอุณหภูมิต่ํา และระยะเวลาในการทําปฏกิิริยาสัน้ลง เชน โบรอนไทรฟลอูอรไรด 
เขมขนรอยละ 12 ในเมทานอล หรือไฮโดรเจนคลอไรดเขมขนรอยละ 4 ในเมทานอล ท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จะเกิดปฏกิิริยา Methylation ของ CLA ทางการคาท้ังในรูปไทรกลีเซอไรด 
และกรดไขมนัอสิระอยางสมบูรณ และไมเกดิการเปลี่ยนรูปรางของ CLA (Park, Albright, Cai, and 
Pariza, 2001) 
ปฏิกิรยิา Base-catalyzed transesterification เปนปฏกิิริยาท่ีไมรุนแรง (Mild conditions)  และ
นิยมใชมากท่ีสดุ เนือ่งจากเปนปฏิกิรยิาที่ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนรูปรางของ CLA จาก cis, trans เปน 
trans, trans และไมเกิดสารเมทอกซ ี (Methoxy artifacts) แมจะทําปฏกิิริยาท่ีอุณหภูมิ 80-100 องศา
เซลเซียส สามารถเติมหมูเมทิลกับไขมันท่ีอยูในรูปไทรกลเีซอรไรด แตไมสามารถเติมหมูเมทิลกับกรด
ไขมันอิสระ และสฟงโกลิปด (Sphingolipids) สารประกอบท่ีใชในการทําปฏกิิริยาไดแก โซเดยีม  
เมทอกไซดในเมทานอล (Sodium methoxide-methanol) และโพแทสเซียมไฮดรอกไซดในเมทานอล 
(KOH-methanol) (Kramer et al., 1997) ซึ่งการใชโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลจะทําใหเกิดปฏิกริิยา 
Methylation ของ CLA ทางการคาท่ีอยูในรูปไทรกลเีซอรไรดอยางสมบูรณเมือ่บมท่ีอณุหภูมิหองนาน 
20 นาที และไมเกิดไอโซเมอรไรเซชันของ CLA และสารประกอบใหม (Park et al., 2001) 
นอกจากนั้นมีการใชสารประกอบ Diazomethane หรือ Trimethylsilyldiazomethane (Park et 
al., 2001; Sehat et al., 1998) ในการทําปฏิกริิยา Methylation กรดไขมันอิสระ และไขมันประเภท  
กลเีซอรโรลิปด (Glycerolipids) ได แตไมสามารถทําปฏกิริิยา Methylation กับกรดไขมันท่ีอยูในรูป   
กลเีซอรไรดได แตอยางไรกต็าม Diazomethane เปนสารท่ีมีพิษสูง กัดกรอน และเปนสารกอมะเร็งจึง
นิยมใช Trimethylsilyldiazomethane ซึ่งไมทําใหเกดิการเปลี่ยนไอโซเมอรของ CLA แตจะเกิด
สารประกอบใหม (Artifacts) เลก็นอย  
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รูปท่ี 2.3 โครมาโทแกรมบางสวนของ CLA ทางการคาทีวิ่เคราะหดวยเทคนคิ Gas chromatography
โดยใชคอลัมนแคปปลารีชนิด CP-Sil 88 ยาว 100 เมตร ในการตรวจวิเคราะห 
ที่มา: Roach, Mossoba, Yurawecz, and Kramer (2002) 
 
                                                    
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.4 โครมาโทแกรมลําดับการแยกไอโซเมอร CLA ท่ีตําแหนง 6, 8-13, 15 เม่ือมีโครงแบบ 
(Configuration) ท่ีแตกตางกันเมื่อตรวจแยกดวยเทคนิค Gas chromatography 
ที่มา: Delmonte, Roach, Mossoba, Losi, and Yurawecz (2004) 
 
 
 
Relative retention time 
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การวิเคราะห CLA ดวยเทคนิค Gas chromatography-Frame ionization detector (GC-FID) 
และใชคอลัมนแบบแคปปลารีท่ีมีเฟสคงท่ี (Stationary phase) ท่ีมีขั้วสูง เชน Cyanopropyl 
polysilicoxane สามารถแยก CLA ท่ีมีตําแหนงพันธะคู และรูปรางทีแ่ตกตางกันได คอลัมนท่ีนยิมใช
ในการวิเคราะห CLA ไดแก CP sill 88TM, SP-2560TM และ BPX-70TM (Christe, Dobson, and Adlof, 
2007; Roach et al., 2002; de la Fuente, Luna, and Juárez, 2006) รูปท่ี 2.3 แสดงโครมาโทรแกรมการ
แยก CLA ทางการคาทีอ่ยูในรูปเมทิลเอสเทอรดวย GC-FID และคอลัมน CP Sil 88 ยาว 100 เมตร 
CLA ที่มีรูปรางแบบ cis, trans หรือ trans, cis จะถูกแยกออกมาเปนลําดับแรก และตามดวย CLA ท่ีมี
รูปราง cis, cis และ trans, trans ตามลําดับ (รูปท่ี 2.4) 
 2.3.2 วิธี Silver ion หรือ Argentation high performance liquid chromatography (Ag+-HPLC) 
เทคนคิ Ag+-HPLC ถกูใชในการวิเคราะห CLA ครัง้แรกโดย Sehat et al. (1998) ซึ่งสามารถ 
วิเคราะหไดท้ังปริมาณ และคุณภาพ โดยตัวอยาง CLA ท่ีนํามาวิเคราะหจะถกูทําใหอยูในรูปเมทิลเอส
เทอร ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยางคลายกับการวิเคราะหดวย GC เทคนิค Ag+-HPLC สามารถแยก 
CLA ท้ังในรูปกรดไขมันอสิระ และไทรกลเีซอรไรดท่ีมีตาํแหนงพันธะคู และรปูรางท่ีแตกตางกนั ได
ดวยคอลัมนท่ีมเีฟสคงท่ี ท่ีประกอบดวยไอออนของซลิเวอรท่ีทําพนัธะไอออนกิกับกรดฟนิซลัโฟนกิ  
(Phenylsulfonic acid) ที่เชือ่มอยูกบัซลิกิา เชน ChromSpher lipidsTM และ Nucleosil SATM โดยใชเฟส
เคลือ่นท่ี (Mobile phase) ผสมระหวางอะซีโทไนไทรลกบัเฮกเซน (0.1 acetonitrile: 99.99 hexane) 
ดวยอัตราการไหลคงท่ี ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงอลุตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 233-234 นาโน
เมตร ดวยเครื่องตรวจวัดชนิด Photodiode array detector (de la Fuente, Luna, and Juárez, 2006; 
Roach et al., 2002; Christie et al., 2007; Sehat et al., 1999) แตอยางไรก็ตามการใชคอลัมนเพียง 1 
คอลัมนจะไมสามารถแยก CLA แตละไอโซเมอรไดอยางสมบูรณ การใชคอลัมนมากกวา 1 คอลัมน 
(2-6 คอลัมน) จะเพ่ิมประสิทธิภาพในการแยก CLA ทางการคา และที่พบในธรรมชาติไดมากขึน้ 
(Sehat et al., 1999) รูปท่ี 2.5 แสดงโครมาโทแกรมการแยก CLA ทางการคาดวยเทคนิค Ag+-HPLC 
และคอลัมน ChromSpher lipidsTM 2 คอลัมนตอกัน โดยท่ีCLA รูปรางแบบ trans, trans จะถูกแยก
ออกมาเปนลําดับแรก และตามดวย CLA รูปราง cis, trans หรือ trans, cis  และ cis, cis ตามลําดับ 
(รูปที่ 2.6) 
2.3.3 วิธี Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) 
 เปนวิธีท่ีสามารถบงชีถ้ึงชนิดขององคประกอบท่ีมีอยูในสารไดอยางแมนยํา โดยอาศยัการ
เปรียบเทียบรูปแบบ (Fingerprint) ของเลขมวล (Mass number) ของสารตัวอยางนั้น ๆ กับขอมลูท่ีมี
อยู สามารถวิเคราะหไดท้ังในเชิงปริมาณ (Quantitative analysis) และเชิงคุณภาพ (Qualitative analysis)
ไดอยางถูกตอง และมีความไว (Sensitivity) สูง Mass Spectrometer เปนเครือ่งมอืตรวจวัด (Detector) 
ที่ใชตรวจวัดองคประกอบท่ีมีอยูในสารตัวอยางโดยอาศยักลไกคอื โมเลกลุขององคประกอบ ท่ีถกูแยก
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ออกมาจากสารตัวอยางโดยเครือ่ง GC นั้นจะถูกทําใหกลายเปนไอออน (Ionization) ในสภาวะ 
สุญญากาศ แลวตรวจวัดออกมาเปนเลขมวลเทยีบกับขอมูลอางอิงแลวแปลผลออกมาเปนชื่อขององค 
ประกอบนั้น ๆ นอกจากนั้นสามารถนําเทคนิค GC-MS มาใชในการหามวลโมเลกลุ (Molecular mass) 
โครงสรางสารเคมี และองคประกอบของธาตุได 
GC-MS ถกูนํามาใชในการวิเคราะห CLA ท้ังในรูปกรดไขมันอิสระ และไทรกลเีซอรไรด
เพ่ือใชในการยืนยันไอโซเมอรของ CLA ท่ีวิเคราะหไดดวยเทคนคิ GC ซึ่งจะสามารถระบุตําแหนง
ของพันธะคู และ รูปรางของ CLA แตละไอโซเมอรได โดยเฉพาะอยางยิ่งรูปราง cis, trans หรือ 
trans, cis ซึ่งเทคนคิ GC และ Ag+-HPLC จะไมสามารถระบุได ตัวอยาง CLA ท่ีวิเคราะหจะถกูเตรยีม
ใหอยูในรปูอนุพันธของ Dimethyloxazolyne (DMOX) โดยทําปฏิกิรยิากับ 2-Amino-2-metil-1-
propanol หรอื 4-Methyl-1,1,2,4-triazolyn-3,5-diones (MTAD) รูปท่ี 2.7 แสดงลกัษณะแมสสเปกตรัม 
ของของอนุพันธุ DMOX ของ CLA ไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2 ท่ีวิเคราะหดวยเทคนคิ GC-MS 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.5 โครมาโทแกรมการแยก CLA ทางการคาท่ีวิเคราะหดวยเทคนิค Ag+-HPLC และคอลัมน    
ChromSpher lipidsTM 2 คอลัมนตอกัน โดยใชอะซีโทไนไทรลเขมขนรอยละ 0.1 โดย
ปริมาตรในเฮกเซนเปนเฟสเคลื่อนท่ี อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด CLA ท่ี 234 
นาโนเมตร  
ที่มา: Christie, Sébédio, and Juanéda (2001) 
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รูปท่ี 2.6 โครมาโทแกรมลําดับการแยกไอโซเมอร  CLA ท่ีตําแหนง 6, 8-13, 15 เม่ือมีโครงแบบ 
(Configuration) ท่ีแตกตางกันเม่ือตรวจแยกดวยเทคนิค Ag+-HPLC (RRV: Relative retention 
volume คือปริมาตรของเฟสเคลื่อนที่ท่ีใชในการพาสารเคลื่อนท่ีผานคอลัมน)  
ที่มา: Delmonte, Kataoka, Corl, Bauman, and Yurawecz (2005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.7 ลักษณะแมสสเปกตรัม (Mass spectrum) ของอนุพันธุ DMOX ของ CLA ไอโซเมอร  
trans-10, cis-12-18:2 
ที่มา: Roach et al. (2002) 
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2.4 แบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid bacteria, LAB) 
2.4.1 อนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 แบคทเีรยีกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria, LAB) จัดเปนพวกโพรคาริโอต (Procaryotes) 
โดเมน (Domain) Bacteria เปนแบคทเีรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) มีรูปรางเซลลกลมหรือ
ทอน (Cocci or rods shape) ไมสรางสปอร (Non-spore-forming) ปกติไมเคลือ่นท่ี (Non-motile) 
โดยท่ัวไปไมสรางเอนไซมคะตะเลส และไมมีระบบไซโตโครม สามารถเจริญไดดีในสภาวะที่ไมมี
ออกซเิจน แตสามารถทนตอสภาวะมอีอกซเิจน (Aerotolerant) และทนตอสภาวะท่ีเปนกรดได (Acid- 
tolerant) ตองการอาหารครบถวนในการเจรญิ และผลติกรดแลก็ติกเปนผลิตภณัฑหลักจากการหมัก
น้ําตาล อยางไรกต็ามแบคทีเรียกลุมนี้บางชนิดสามารถผลติเอนไซมคะตะเลสเทียม (Pseudocatalase) 
ซึ่งขาดกลุมพอรไฟริน (Porphyrin group) และในสภาวะจํากัดสารอาหารกลุม streptococci เชน 
Streptococcus bovis มีการผลิตกรดแลก็ตกิเพียงเลก็นอยเทานั้น (Axelsson, 2004) พบในสภาพธรรมชาต ิ
ที่มีสารอาหารอดุมสมบูรณ เชน น้ํานม เนือ้สัตว ผกั และผลไม  
 ในปจจุบันแบคทีเรียกรดแลก็ติกถกูจําแนก และจัดหมวดหมูเปน 21 สกลุ (Genus) ไดแก 
Aerococcus (A.), Lactobacillus (Lb.), Leuconostoc (Ln.), Pediococcus (P.), Streptococcus (S.), 
Enterococcus (E.), Lactococcus (Lc.), Vagococcus (V.), Carnobacterium (C.), Tetragenococcus  (T.), 
Weissella (W.), Oenococcus (O.), Alloiococcus, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, 
Facklamia, Globicatella, Helcococcus, Ignavigranum, และ Lactosphaera โดยพิจารณาตามสมบัติ
ของแบคทีเรียท่ีเกี่ยวของกบั ลักษณะทางสัณฐาน, ผลิตภณัฑท่ีไดจากการหมกัน้ําตาลกลูโคสใน
สภาวะท่ีมีอาหาร และน้ําตาลสมบูรณ และมีปริมาณออกซิเจนอยางจํากัด (Homofermentative หรือ 
heterofermentative), ระดับอณุหภูมิท่ีเจริญได (ที่ 10 และ 45 องศาเซลเซียส), ความสามารถในการ
เจริญท่ีความเขมขนของเกลอืสูง (Salt tolerant, NaCl รอยละ 6.5 หรือ Extreme salt tolerant, NaCl 
รอยละ 18), การเจริญในสภาวะท่ีเปนกรด (pH 4.4) หรอืดาง (pH 9.6), โครงแบบ (Configuration) 
ของกรดแล็กติกท่ีผลิตขึ้น (L-, D-, DL-Lactic acid), การเจริญในสภาวะท่ีความเขมขนของเอทานอล สูง 
(Ethanol tolerant) และยังอาศัย Chemotaxonomic markers เชน สวนประกอบของกรดไขมันของ
เซลล และสวนประกอบทางเคมีของผนังเซลล เปนตน รวมถึงการหาลําดับนิวคลิโอไทด rRNA ซึ่ง
เปนคุณสมบัติท่ีจะสามารถจําแนก และจัดหมวดหมูสกลุของแบคทีเรยีกรดแลก็ติกไดถกูตองท่ีสดุ 
(Axelsson, 2004) โดยสกลุท่ีมีการรายงานวาสามารถผลิต CLA จากกรดไขมนัลโินเลอิก หรอืกรด
ไขมันไรซิโนเลอิกได ไดแก  
2.4.1.1 สกลุ Lactobacillus เปนแบคทีเรียกรดแลก็ติกกลุมใหญท่ีสุด มคีวามหลาก 
หลายของลกัษณะทาง ฟโนไทป สมบัติทางชีวเคม ีและสรีรวิทยา เนื่องจากความแตกตางของ   mol % 
G+C ภายในสกุลสูงคอืระหวางรอยละ 32-53 (Axelsson, 1998) เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะ 
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ทางสัณฐานของเซลลต้ังแตทอนยาวจนถึงทอนสัน้หรอื ทรงรี (Coccobacilli) ซึ่งมกัมีการสรางสาย
เซลล ขนาดเซลลอยูในชวง 0.5-1.2x1.0-10.0 ไมโครเมตร ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนท่ี แตอาจพบการ
เคลื่อนท่ีไดบางโดย Peritrichous flagella พบท้ัง Facultative anaerobes และ Microaerophiles บางสปชีส 
ทนตอออกซเิจน หลายสปชสีเปน Anaerobes ไมสรางเอนไซมคะตะเลส จัดเปนสิ่งมีชีวิตท่ีใชสาร 
อินทรียเปนแหลงพลังงาน (Chemoorganotrophs) มีการเจริญดีท่ีคาความเปนกรด-ดาง 5.5-5.8 อุณหภูมิ 
ที่เหมาะสมกับการเจริญอยูในชวง 30-40 องศาเซลเซียส และเปนสิ่งมชีีวิตท่ีมีความตองการสารอาหาร 
สมบูรณท้ังกรดอะมิโน เปปไทด นิวคลิโอไทดเบส วิตามิน แรธาตุ กรดไขมัน และคารโบไฮเดรต 
ผลิตผลหลกัที่ไดจากการหมักน้ําตาลและคารโบไฮเดรตอืน่ ๆ อยางนอยรอยละ 50  เปนกรดแลก็ติก 
ไมรีดิวสไนเทรต ไมยอยเจลาติน พบในแหลงตาง ๆ เชน เยื่อเมือกของมนษุยและสตัว พืช และน้ํา
ทิ้ง เปนตน สกุล Lactobacillus ประกอบดวย 56 สปชสี เมื่อพิจารณาถึงการหมักเพ่ือใหไดมาซึ่ง
พลังงาน ไดมีการจัดกลุมของสมาชกิในสกลุนี้ไดเปน 3 กลุม (Hammes and Vogel, 1995) คือ  
กลุม Obligately homofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซส (Hexose) ไดเปน
กรดแลก็ติกมากกวารอยละ 85 โดยวิถ ี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) โดยผลิตเอนไซม 1,6 
Biphosphate-aldolase แตไมผลิตเอนไซมฟอสโฟคีโทเลส (Phosphoketolase) จึงหมักน้ําตาลเพนโทส 
และกลูโคเนทไมได ประกอบดวย 17 สปชีส 
กลุม Facultatively heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซสเปนกรดแล็กติก 
ผานวิถ ี EMP มีการผลิตเอนไซมทั้งอลัโดเลส (Aldolase) และ ฟอสโฟคีโทเลส จึงหมักน้ําตาลเพน
โทสได ประกอบดวย 17 สปชีส 
กลุม Obligately heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซส และ เพนโทส 
ผานวิถีฟอสโฟกลโูคเนท (Phosphogluconat) ไดผลผลติเปน แล็กเทท, เอทานอล และ คารบอน      
ไดออกไซดในปริมาณท่ีเทากัน ประกอบดวย 22 สปชสี 
4.1.1.2 สกลุ Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเซลลมีรูปรางกลมหรอืรูปไข 
(Ovoid) จัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียว เปนคู หรอืตอกนัเปนสายสั้น ๆ ไมสรางสปอร บางครั้งอาจพบการ
เคลือ่นท่ีได จัดเปน Facultative anaerobes และเปน Chemoorganotrophs พลังงานไดมาจากการการ
หมักสารประกอบคารโบไฮเดรต ซึ่งสามารถผลิตกรดแล็กติกชนิดแอล (L(+)-Lactic acid) เปน
ผลติภัณฑหลักเทานั้นจากการหมักกลูโคส และไมสรางแกส (Homofermentative) ตองการสารอาหาร 
สูงในการเจริญ สามารถเจริญไดที ่ 10 และ 45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยูใน 
ชวง 35-37 องศาเซลเซียส สามารถเจริญในอาหารที่มีเกลอืโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 6.5 บางสาย
พันธุผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียมได (Pseudo-catalase) ประกอบดวย 5 กลุมสปชีส ไดแก กลุม 
Enterococcus faecalis, กลุม Ent. avium, กลุม Ent. gallinarum และกลุม Ent. cecorum มี mol % G+C 
ระหวางรอยละ 37-40  (Devriese and Pot, 1995) 
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4.1.1.3 สกุล Lactococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข 
(Ovoid) ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.5 - 1 ไมโครเมตร จัดเรยีงตัวเปนเซลลเด่ียว เปนคู หรือตอกนัเปน
สายสัน้ ๆ ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนท่ี จัดเปน Facultative anaerobes และเปน Chemoorganotrophs 
พลังงานไดมาจากการหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต ผลิตกรดแล็กตกิชนดิแอลเปนหลักจากการ
หมักกลูโคสและไมสรางแกส ไมสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซเิดส จัดเปนแบคทีเรียกลุม 
Mesophile สามารถเจริญไดที ่10 องศาเซลเซียส แตไมเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส ตองการสารอาหารท่ี
สมบูรณ มักใชเปนกลาเชือ้ (Starter culture) ในผลิตภณัฑนม พบในแหลงตาง ๆ เชน ผกักาด ถั่ว 
หญา มันฝรั่ง น้ํานมดิบ ปจจุบันประกอบดวย 5 สปชสี ไดแก Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis 
ssp. cremoris,  Lc. lactis ssp. hordniae, Lc. garvieae,  Lc. plantarum, Lc. raffinolactis และ Lc. 
piscium มี mol % G+C ระหวางรอยละ 34-43 (Teuber, 1995) 
4.1.1.4 สกุล Pediococcus เปนแบคทีเรยีแกรมบวกท่ีเซลลมรูีปรางกลมขนาดเสนผา 
ศนูยกลาง 0.36–1.43 ไมโครเมตร แบงตัวลกัษณะ 2  ทิศทางบนระนาบเดยีวกัน ทําใหเกดิลกัษณะ เฉพาะ 
เปนเซลล 4 เซลลติดกันคลายจตุรัส (Tetrad formation) ไมเคลือ่นท่ี ไมสรางสปอรจัดเปน Facultative 
anaerobes, Microaerophiles บางสายพันธุเปน Anaerobes และเปน Chemoorganotrophs พลังงานไดมา
จากการการหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต ตองการสารอาหารท่ีสมบูรณ ในสภาวะไมมอีากาศจะ
ผลิตกรดแล็กตกิชนดิดแีอล (DL) หรือ L(+) จากการหมักกลูโคส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญอยู
ในชวง 25-40 องศาเซลเซียส พบไดท่ัวไปในพืชผักบางสปชสีทําใหเบียรและไวนเสีย มี mol % G+C 
ระหวางรอยละ 34-44  (Simpson and Taguchi, 1995) ประกอบดวย 6 สปชสี ไดแก Pediococcus 
acidilactici, P. damonosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus, และ P. pentosaceus (Stiles 
and Hozapfel, 1997) 
2.3.2 บทบาทของแบคทีเรียกรดแล็กตกิตอการผลิต CLA 
 แบคทีเรยีกรดแลก็ติกมีบทบาท และหนาทีส่ําคญัตอมนษุย ท้ังการเปนโพรไบโอทิก (Probiotics) 
เนือ่งจากเปนแบคทีเรียประจําถิ่นในลําไสมนุษย และสัตว ซึ่งมีบทบาทอยางย่ิงตอการปรับสมดลุของ
จุลินทรียในรางกาย และเปนแบคทเีรียหลักท่ีนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ผลิตภัณฑอาหารท่ีไดจากการหมักดวยกรดแล็กติก เชน ผลิตภัณฑนมหมกั ผกั ผลไมดอง และผลติภณัฑ 
เนือ้หมัก เปนตน ท้ังนี้เนื่องจากแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถผลติกรดแลก็ตกิไดปริมาณสูงจากการ
ใชน้ําตาลกลูโคส สรางกลิ่นรสท่ีดี รวมถึงบางสายพันธุสามารถผลติแบคทีริโอซิน (Bacteriocin) ซึ่ง
จะชวยในการถนอมอาหาร และคุณสมบัติทีส่ําคญัอยางย่ิงคือ แบคทีเรียกรดแลก็ติกปลอดภัยตอ
ผูบริโภค (Generally regarded as safe, GRAS) และจัดอยูในกลุมแบคทเีรียสาํหรับอาหาร (Food grade  
bacteria)  นอกจากนั้นยังนํากรดแล็กติกท่ีผลิตได   ไปใชเปนสารต้ังตนสําหรับการผลติพอลแิล็กเทต 
ซึ่งเปนพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ เพ่ือใชแทนพลาสตกิสังเคราะหจากอตุสาหกรรมปโตรเคมี
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ยิ่งไปกวานั้นมีการคนพบวาแบคทีเรียกรดแล็กตกิ สามารถสราง CLA ได โดยเฉพาะอยางยิ่งไอโซเมอร 
cis-9, trans-11-18:2 
 แบคทเีรยีกรดแลก็ติกสวนใหญจะสราง CLA ไดจากกรดไขมันลิโนเลอกิเปนหลัก แตมีบาง
สายพันธุท่ีสามารถสราง CLA ไดจากกรดไขมันไรซิโนเลอิก เชน Lactobacillus plantarum (Ando et 
al., 2004) โดยมีวิถกีารสรางแตกตางกัน การสราง CLA จากกรดไขมันลิโนเลอกิของแบคทเีรยีกรด
แลก็ติกจะเกดิจากการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรสท่ีแบคทีเรียสรางขึน้ ซึ่งกรดไขมันลิ
โนเลอกิท่ีเปนสารต้ังตนจะตองอยูในรูปอสิระเทานั้น แบคทีเรียกรดแล็กติกไมสามารถ สราง CLA ได
จากกรดไขมันลิโนเลอกิท่ีอยูในรูปเอสเทอร และไทรกลเีซอรไรด การไอโซเมอรไรเซชนัมีกลไกดัง
รูปท่ี 2.8 คอื กรดไขมันลโินเลอกิในรูปอิสระจะถูกเปลี่ยนไปเปน 10-Hydroxy-18:1 ดวยปฏิกิริยาการ
เติมน้ํา (Hydration) จากนั้นจะเกิดปฏกิิริยากําจัดน้ําออก (Dehydration) ของ 10-Hydroxy-18:1 และ
เปลี่ยนตําแหนงพันธะคูได CLA แตอยางไรก็ตามการเปลี่ยน 10-Hydroxy-18:1 ไปเปน CLA ไอโซเมอร 
cis-9, trans11-18:2 หรือ trans-9, trans-11-18:2 ยังไมทราบกลไกทีแ่นชดั (Ogawa et al., 2001) 
งานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการสราง CLA จากกรดไขมนัลโินเลอกิมีรายละเอียดดังตอไปนี้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.8 วิถีการเปลี่ยนรูปรางของกรดไขมันลิโนเลอกิไปเปน CLA โดย Lactobacillus acidophilus 
  ท่ีมา: Ogawa et al. (2001) 
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ตารางท่ี 2.5 สายพันธุแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีมีศักยภาพในการผลิต CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกใน
รูปอิสระ 
 
Strain CLA content (µg/ml reaction mixture) c9, t11-18:2 t9, t11-18:2 Total CLA 
Enterococcus faecium AKU 1021 40 60 100 
Pediococcus acidilactici AKU 1059 1000 400 1400 
Lactobacillus acidophilus AKU 1137 850 650 1500 
L. acidophilus IAM 10074 180 420 600 
L. acidophilus AKU 1122 20 100 120 
L. paracasei ssp. paracasei IFO 12004 50 150 200 
L. paracasei ssp. paracasei JCM 1109 20 50 70 
L. paracasei ssp. paracasei AKU 1142 40 30 70 
L. paracasei ssp. paracasei IFO 3533 50 40 90 
L. rhamnosus AKU 1124 690 720 1410 
L. brevis IAM 1082 230 320 550 
L. pentosus AKU 1148 50 30 80 
L. pentosus IFO 12011 100 30 130 
L. plantarum AKU 1138 100 350 450 
L. plantarum AKU 1009a 250 3160 3410 
L. plantarum JCM 8341 40 150 190 
L. plantarum JCM 1551 100 1920 2020 
ที่มา: Kishino et al. (2002) 
Lin, Lin, and Lee (1999) นําแบคทเีรยีกรดแลก็ติกจํานวน 6 สายพันธุมาตรวจสอบผลของ
การเติมกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 1,000 และ 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร และระยะเวลาในการ
บมนาน 24 และ 48 ชั่วโมง ตอการสราง CLA พบวาสายพันธุของแบคทีเรียมีผลตอปริมาณการสราง 
CLA โดยท่ี Lactobacillus acidophilus (CCRC14079) จะสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 105.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลติร เม่ือเลี้ยงในหางนมท่ีมีกรดไขมันลโินเลอกิเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร บมนาน 24
ชั่วโมง จากการตรวจสอบปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติก จํานวน 17 สายพันธุโดย
Kishino et al. (2002) พบวา แบคทีเรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการสราง CLA ไดแตกตางกนั 
(ตารางท่ี 2.5) โดยจะสรางไอโซเมอรหลกัคอื cis-9, trans-11-18:2 และ trans-9, trans-11-18:2 โดย
ขึ้นอยูกบัสายพันธุ Lactobacillus plantarum AKU 1009a สราง CLA จากกรดไขมันลโินเลอกิเขมขน
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รอยละ 0.4 ไดสูงทีสุ่ด 3,410 ไมโครกรัมตอมลิลลิิตร มีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2  และ trans-9, 
trans-11-18:2 ปริมาณ 250 และ 3,160 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร ตามลําดับ และพบวา การใชเซลลท่ีได
จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเสริมกรดไขมันลิโนเลอิกรอยละ 0.06 จะชวยใหเกดิการสราง 
CLA มากขึ้น เชนเดียวกับการศกึษาของ Ogawa et al. (2001) ดังแสดงในรูปท่ี 2.9 การใชเซลลจาก
การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเสริมกรดไขมันลิโนเลอิกปริมาณรอยละ 0.1 จะทําให Lactobacillus 
acidophilus AKU 1137 สราง CLA ไดสูงขึ้น โดยสามารถสราง CLA ไดถึง 4.9 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร 
จากกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 5.0 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร โดยมีไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trans-9, trans-11-18:2 รอยละ 67 และ 33 ตามลําดับ ซึ่งมีความเปนไปไดวากรดไขมันลิโนเลอกิใน
ปริมาณเลก็นอย จะกระตุนใหแบคทีเรียกรดแลก็ติกสรางเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส ไดมากขึน้  
การศึกษาเกีย่วกับปริมาณออกซเิจนตอปริมาณการสราง CLA โดย Kishino et al. (2002) 
และ Macouzet, Lee, and Robert (2009) พบวา การเลี้ยงเชือ้ในสภาวะท่ีมีออกซเิจน หรือออกซเิจน
นอยกวารอยละ 1 หรือในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน (Aerobic, microaerobic or anaerobic conditions) 
ไมสงผลตอปริมาณ CLA ท้ังหมด แตจะสงผลตอปริมาณแตละไอโซเมอร โดยท่ีการเลี้ยงในสภาวะท่ี
มีออกซเิจนเล็กนอย และไมมอีอกซเิจนจะมีไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 สูงกวาการเลี้ยงใน
สภาวะท่ีมีออกซเิจนปกติ (รูปที่ 2.10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.9 ปริมาณการผลิต CLA ของ Lactobacillus acidophilus AKU 1137 จากกรดไขมันลิโนเลอิก 
เม่ือใชเซลลจากการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ท่ีไมไดเสริม (ก) และเสริมดวยกรดไขมัน   
ลิโนเลอิกรอยละ 0.1 (ข) 
ที่มา: Ogawa et al. (2001) 
(ข) (ก) 
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รูปท่ี 2.10 ปริมาณการสราง CLA แตละไอโซเมอรของ Lactobacillus acidophilus La-5 เม่ือเลี้ยงใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจน ออกซิเจนเล็กนอย และไมมีออกซิเจน  
ที่มา: Macouzet, Lee, and Robert (2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.11 ปริมาณการผลติ CLA (ก) และปริมาณเซลล (ข) ของ Lactobacillus acidophilus L1 (    ) 
และ Lactobacillus casei sp. casei E5 (    ) ท่ีทดสอบในอาหารเหลว MRS ที่มีกรดไขมัน 
ลิโนเลอกิเขมขน 0.2 มิลลกิรัมตอมลิลิลติร 
ที่มา: Alonso, Cuesta, and Gilliland (2003) 
c9, t11-18:2 
t10, c12-18:2 
t9, t11-18:2 Aerobic treatment Microaerobic treatment 
(ก) (ข) 
(ก) 
(ข) 
  
 
 
 
 
 
 
 28  
 Alonso, Cuesta, and Gilliland (2003) ทดสอบการผลิต CLA ของแบคทีเรีย Lactobacillus 
acidophilus  และ Lactobacillus casei  ท่ีแยกไดจากลําไสของมนษุย ในอาหารเหลว MRS ท่ีมีกรด
ไขมันลิโนเลอกิเขมขน 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.5 มลิลิกรัมตอมิลลลิิตรที่ระยะเวลาตาง ๆ พบวา ปริมาณ
กรดไขมันลิโนเลอกิท่ีเหมาะสมในการผลิต CLA คือ 0.2 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร ใชเวลาในการบม 24 
ชั่วโมง ซึ่ง Lactobacillus acidophilus L1 สามารถผลติ CLA ไดสูงสุด 131.63 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เมือ่ทดสอบการผลิต CLA ในหางนมเขมขน10 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร พบวา จะไดปริมาณ 
CLA ใกลเคียงกันกับการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS นอกจากนั้นยังมีผลการทดลองยืนยันวาแบคทีเรีย
กรดแล็กติกจะเริ่มผลติ CLA เม่ือเซลลเจริญอยูในระยะทายของการเพิ่มจํานวน (Late log phase) 
จนถึงระยะคงท่ี (Stationary phase) (รูปท่ี 2.11) สอดคลองกับการศกึษาของ Kishino et al. (2002) ผล
ของชนิดของอาหารที่ใชในการเลี้ยงตอปริมาณการสราง CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกยังทดสอบ
โดย Van Nieuwenhove, Oliszewski, González, and Pérez Chaia (2007) ดวยแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ี
ใชในผลิตภัณฑนม พบวาแบคทีเรียท่ีทดสอบทุกสายพันธุจะสราง CLA เมือ่เลี้ยงในน้ํานมกระบือ
ไขมันเต็มไดมากกวาการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ซึ่ง Lactobacillus rhamnose ท่ีมีปริมาณเซลล
เร่ิมตนรอยละ 1 โดยปริมาตรสามารถผลิต CLA ไดสูงที่สดุโดยมีปริมาณการเปลี่ยนรูป (Conversion) 
เทากับรอยละ 95.1 จากกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร เม่ือบมนาน 24 
ชั่วโมง แตจํานวนเซลล และปริมาณการสราง CLA จะลดลงเม่ือเพ่ิมปริมาณกรดไขมนัลโินเลอกิ ซึ่ง
มีความเปนไปไดวากรดไขมันท่ีมากขึ้นจะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
 Lee, Hong, and Oh (2003) ศกึษาการเพ่ิมปริมาณการผลติ CLA จากกรดไขมันลิโนเลอกิโดย
การตรึงเซลล Lactobacillus reuteri ดวยซิลิกาเจล พบวาการตรึงเซลลจะทําใหมีปริมาณการสราง 
CLA มากกวาการใชเซลลอิสระถึง 5.5 เทา ซึ่งในสภาวะท่ีเหมาะสม (เซลล 10 มิลลิกรัมตอกรัมซลิิกา
เจล, คาความเปนกรด-ดาง 10.5, อุณหภูมิบม 55 องศาเซลเซียส, ระยะเวลา 1 ชั่วโมง) เซลลตรึงรูปจะ
สราง CLA ได 175 มิลลิกรัมตอลติร จากกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 500 มิลลกิรัมตอลติรโดยบมใน 
1,3-โพรเพนไดออล (1,3-Propanediol) และบัฟเฟอร ซึ่งสอดคลองกับ Lin, Hung, and Cheng (2005) 
ที่ทดสอบการสราง CLA โดยการใชเซลลตรึงรูปดวยโพลีอะคริลาไมด (Polyacrylamide) และไคโทแซน 
(Chitosan) ของแบคทีเรีย Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus และ Lactobacillus acidophilus 
ซึ่งจะสามารถสราง CLA ไดปริมาณมากกวาเซลลอิสระโดยในสภาวะท่ีเหมาะสม Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus ท่ีตรึงรูปดวยโพลีอะครลิาไมดจะสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 12.28 ไมโครกรัม
ตอมิลลิกรัมกรดไขมันลิโนเลอกิ จากกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 3 มิลลกิรัมตอมลิลิลิตร ซึ่งมี cis-9, 
trans-11-18:2 เปนไอโซเมอรหลัก (6.83ไมโครกรัม) ในขณะท่ีเซลลอสิระผลิตไดเพียง 0.054 
ไมโครกรัมตอมิลลกิรัมกรดไขมันลิโนเลอกิ 
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 มีรายงานเกี่ยวกับการทดสอบการสราง CLA ดวยเอนไซมที่สกัดไดจากแบคทีเรียกรดแล็กติก 
พบวา เอนไซมทีส่กดัไดจาก Lactobacillus acidophilus (CCRC14079) (Lin, Lin, and Wang, 2002) 
และ Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (CCRC14009) (Lin, 2006) สามารถทําปฏกิิริยากับ
กรดไขมันลิโนเลอกิและเกดิโครงสราง CLA ได ซึ่งเอนไซมจาก Lactobacillus acidophilus  สามารถ
ทําใหเกิด CLA มากทีสุ่ด 1700 ไมโครกรัม จากกรดไขมันลิโนเลอิก 50 มิลลิกรัม (34 ไมโครกรัม 
CLA ตอมิลลกิรัมกรดไขมันลิโนเลอกิ) โดยมีไอโซเมอร trans-10, cis-12-18:2, cis-9, trans-11-18:2 
และ trans-10, trans-12-18:2 เปนไอโซเมอรหลกัตามลําดับ ซึ่งมากกวาการผลิตดวยเอนไซมท่ีสกดั
ไดจาก Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii จึงเปนขอมลูท่ีชวยยืนยันไดวาแบคทีเรีย
กรดแล็กติกสามารถผลติเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสได  
การศึกษาเกีย่วกับการผลิต CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงโดยเฉพาะอยางยิ่ง
น้ํามันดอกทานตะวันท่ีมอียูเฉลี่ยรอยละ 79 ดวยแบคทเีรียกรดแล็กติก Kim and Liu (2002) ศึกษา
ปจจัยในการผลิต CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันดวยแบคทีเรยีกรดแลก็ติกในน้ํานมท่ีมีไขมันรอยละ 
25 พบวา ปจจัยในการผลิตประกอบไปดวยสายพนัธุของแบคทีเรยี ปริมาณเซลลเริ่มตน ความเขมขน
ของน้ํามันดอกทานตะวัน และระยะเวลาในการบม ซึ่ง Lactococcus lactis IO-1 แสดงความสามารถ
ในการผลิต CLA ไดสูงท่ีสุด 11 มิลลกิรัมตอมิลลิกรัมไขมัน เม่ือใชน้ํามันดอกทานตะวัน เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระยะเวลาบม 12 ชั่วโมง โดยใชเซลลเริ่มตนอายุ 24 ชั่วโมงปริมาณรอยละ 5 
โดยปริมาตร ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิก 0.1 กรัมตอลิตร ซึ่ง 
Lactococcus lactis IO-1 จะถูกยับยั้งการเจริญเม่ือเลีย้งในอาหารท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน
มากกวา 0.5 กรัมตอลติร Puniya, Chaitanya, Tyagi, and Singh (2008) ศึกษาความสามารถในการ
สราง CLA ของแบคทีเรียกลุม lactobacilli ท่ีแยกไดจากกระเพาะหมักของวัวในอาหารที่เตรียมจาก
หางนม (Skim milk medium) ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขนรอยละ 0.25, 0.5 และ 1.0 พบวา 
Lactobacillus brevis 02 สามารถสราง CLA ไดสูงทีสุ่ด 10.53 มิลลกิรัมตอกรัมไขมัน จากน้ํามันดอก
ทานตะวันเขมขนรอยละ 0.25 ท่ีอุณหภูมิบม 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง แตท่ีสภาวะการ
บมเหมือนกนั Lactobacillus casei สามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 11.0 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน จาก
น้ํามันดอกทานตะวันเขมขนรอยละ 1.0 (Puniya, Reddy, Kumar, and Singh, 2009) นอกจากนัน้ยังมี
รายงานการใชน้ํามนัเมลด็อลัฟาลฟา (Alfalfa seed oil) ซึ่งมีกรดไขมันลิโนเลอกิประมาณรอยละ 40 
เปนสารต้ังตนในการผลติ CLA ดวย Lactobacillus acidophilus  1.1854 โดยใชเซลลท่ีผานการลางมา
ทดสอบการผลิต CLA ในน้ํานมไขมันเต็ม พบวาปจจัยท่ีสงผลตอปริมาณการผลิต CLA ประกอบดวย
ปริมาณเซลลแบคทีเรีย (รอยละ 2.5 โดยปริมาตร) ระยะเวลาในการบม (21 ชั่วโมง) ความเขมขนของ
สารต้ังตน (รอยละ 0.05 โดยปริมาตร) คาความเปนกรด-ดาง (pH 6.4) อุณหภูมิท่ีใชในการบม (37 
องศาเซลเซยีส) อายุเซลลท่ีนําไปใชงาน (11 ชั่วโมง) และปริมาณ Alfalfa seed oil ท่ีเติมลงในอาหาร
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เลีย้งเซลลเพ่ือนําไปใชงาน (10 ไมโครลติร) ในสภาวะท่ีเหมาะสมจะมีปริมาณการเปลี่ยนรูปของกรด
ไขมันลิโนเลอกิไปเปน CLA ประมาณรอยละ 50 (Dong and Qi, 2006)  
แตอยางไรกต็ามการผลิต CLA จากกรดไขมนัลิโนเลอกิดวยแบคทีเรียกรดแลก็ตกิจะไดปริมาณ 
นอยเนือ่งจากความเปนพิษของกรดไขมันลิโนเลอกิท่ียับย้ับการเจริญของแบคทีเรีย ดังนัน้จึงมีการ 
ศกึษาการเพ่ิมปริมาณการผลิต CLA โดยพบวาการใชเซลลท่ีผานการลาง (Washed cells) ทําใหเกิด
การสราง CLA ไดสูงกวาการใชเซลลอิสระ โดยเฉพาะอยางยิ่งการใชเซลลท่ีผานการเพาะเลี้ยงใน    
อาหารท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิกปริมาณเล็กนอย ชวยกระตุนการสรางเอนไซมลิโนเลเอท    
ไอโซเมอรเรสได นอกจากนัน้การเพ่ิมการละลายของกรดไขมันลิโนเลอกิในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลวดวย
สารกออิมัลชัน (Emulsifier) เชน ทวีน 80 (Polyoxyethylene sorbitane monooleate, Tween 80®) และ  
อัลบูมนิ (Albumin) ชวยเพ่ิมการสัมผสัของเซลลแบคทีเรียกับสับเสตรทไดมากขึ้น (Ogawa et al., 
2005) 
นอกจากการใชกรดไขมันลิโนเลอิกเปนสารต้ังตน   แบคทีเรียกรดแลก็ติกยังสามารถผลิต
CLA ไดจากกรดไขมนัไรซิโนเลอกิ (Ricinoleic acid, 12-Hydroxy-cis-9-18:1) ซึ่งเปนกรดไขมันท่ีมี
คารบอน 18 อะตอม มีพันธะคูหนึ่งพันธะท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 9 โดยมีรูปทรงแบบ cis และมีหมู 
ไฮดรอกซี (-OH-) หนึ่งหมูที่คารบอนตําแหนงท่ี 12 พบมากในน้ํามันละหุงประมาณรอยละ 88     สาย
พันธุแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีพบวาสามารถสราง CLA ไดสูงจากกรดไขมันชนดินีค้อื Lactobacillus 
plantarum ประกอบดวย 2 ไอโซเมอร คอื cis-9, trans-11-18:2 และ trans-9, trans-11-18:2 ซึ่งเชื่อวา
เกดิจากการทํางานของเอนไซมลโินเลอกิไอโซเมอรเรสทีแ่บคทีเรยีสรางขึ้นเชนเดียวกัน เนือ่งจาก
โครงสรางของกรดไขมันไรซิโนเลอิกคลายกับ 10-Hydroxy-18:1 ซึ่งเปนสาร Intermediate ท่ีเกิดขึ้น
ระหวางการเปลี่ยนกรดไขมันลิโนเลอกิไปเปน CLA จึงมีความเปนไปไดท่ีจะเกิดปฏิกริิยา Dehydration 
ไดเชนกนั (Kishino, Ogawa, Ando, Omura, and Shimizu, 2002) การสราง CLA จากกรดไขมัน       
ไรซิโนเลอิกของแบคทีเรียกรดแล็กติกมกีลไก 2 กลไกหลัก คอื 1) การเปลีย่นรูปจากกรดไขมัน       
ไรซิโนเลอิกไปเปน CLA โดยตรง ดวยปฏกิิริยา Δ11 Dehydration และ 2) การเปลีย่นรูปจากกรด
ไขมนัไรซิโนเลอกิไปเปนกรดไขมนัลโินเลอกิดวยปฏิกริิยา Δ12 Dehydration และเขาสูขัน้ตอนการ
เปลีย่นไปเปน CLA เชนเดิม (Ogawa et al., 2005) ดังแสดงในรูปท่ี 2.12  
จากการศึกษาการสราง CLA จากกรดไขมันไรซิโนเลอกิของ Kishino et al. (2002) พบวา
แบคทีเรยีกรดแลก็ติกจะสราง CLA ไดจากกรดไขมนัไรซิโนเลอกิในรูปอสิระเทานัน้ ไมสามารถสราง
CLA ไดจากกรดไขมันไรซิโนเลอิกในรูปเอสเทอรกับหมูเมทิล และน้ํามันละหุงโดยตรง ซึ่ง 
Lactobacillus plantarum AKU 1009a จะผลิต CLA ไดถึง 412.5 มิลลิกรัมตอกรัมกรดไขมันไรซโินเลอิก 
อิสระ แตผลติไดเพียง 7.5 มิลลิกรัมตอกรัมไรซโินเลอกิเอสเทอร และ 2.5 มิลลกิรัมตอกรัมน้ํามนั
ละหุง เม่ือเติมเอนไซมไลเปสลงไปในระบบเกดิการยอยไดกรดไขมันอสิระทําใหเกิดการสราง CLA 
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ไดถึง 285 มลิลกิรัมตอกรัมน้ํามันละหุง ประกอบดวย  cis-9, trans-11-18:2 ปริมาณ 47.5 มลิลิกรัมตอ
กรัมน้ํามัน และ trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูงถึง 237.5 มิลลกิรัมตอกรัมน้ํามัน นอกจากนั้น 
Lactobacillus plantarum JCM 1551 สามารถผลิต CLA จากน้ํามันละหุงที่มีการเติมเอนไซมไลเปส 
(Lipase M “Amano” 10) ไดสูงถึง 250 มิลลกิรัมตอกรัมน้าํมัน หรือคดิเปนรอยละ 25 ซึ่งจะมีปริมาณ 
cis-9, trans-11-18:2 ประมาณรอยละ 46.67 และ trans-9, trans-11-18:2 รอยละ 53.33 (Ando et al., 
2004) สวนการผลิต CLA จากกรดไขมันไรซโินเลอกิอิสระดวย Lactobacillus plantarum JCM 1551 ท่ี
สภาวะท่ีเหมาะสมจะได CLA สูงท่ีสุด 705.88 มิลลกิรัมตอกรัมกรดไขมนัไรซโินเลอกิ ท่ีระยะเวลาบม 
48 ชั่วโมง หรอืคดิเปนการเปลีย่นรูป (Conversion) รอยละ 70.59 ประกอบดวย cis-9, trans-11-18:2 
รอยละ 33.33 และ trans-9, trans-11-18:2  รอยละ 66.67 (Ando et al., 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.12 วิถีการสราง CLA จากกรดไขมันไรซิโนเลอิกดวย Lactobacillus plantarum 
              ท่ีมา: Kishino et al. (2002) 
 
แตอยางไรกต็ามการศกึษาการผลติ CLA จากกรดไขมันไรซิโนเลอกิดวยแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
นั้นมีขอดอยคือ มีการผลิตไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูง ซึ่งเปนไอโซเมอรท่ียังไมมี
งานวิจัยยืนยันวามีคุณสมบัติทางชีววิทยาท่ีเปนประโยชนหรือไม แตถอืไดวาเปนกรดไขมันชนดิ
ทรานส (Trans fatty acid) เปนกรดไขมันท่ีมีโทษหากบริโภคในปริมาณสูง เนือ่งจากกรดไขมนั
ชนดิทรานสมผีลในการเพ่ิมระดับ LDL และ ไทรกลเีซอรไรดในเลอืด และมีผลในการลดระดับ HDL 
ในเลือด ซึ่งจะเพ่ิมความเสี่ยงตอการเกิดเปนโรคเกี่ยวกับเสนเลอืดหัวใจ (Coronary heart disease, CHD) 
เนือ่งจากการมี LDL ในเลือดมากเกินไปจะเกิดการจับกบัผนังเสนเลือดเสี่ยงตอการเกดิภาวะหลอด
เลอืดแดงแข็ง และทําใหเกิดโรคเสนเลอืดหัวใจตีบได (Mozaffarian, Katan, Ascherio, Stampfer, and 
Willett, 2006)  
 
  
 
 
 
 
 
 
บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจยั 
 
3.1 แบคทีเรีย 
3.1.1 แบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 17 ไอโซเลท ท่ียังไมไดระบุสายพันธุ แยกไดจากกระเพาะ 
ของปลาน้ําจืดท่ีมีการทดลองเกี่ยวกับการสราง CLA จากหนวยวิจัยเชื้อพันธุจุลินทรียและการใช
ประโยชน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
3.1.2 สายพันธุแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีการทดสอบแลววามีศักยภาพในการสราง CLA จาก 
กรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์ จํานวน 2 สายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR1338 และ 
Lactococcus lactis TISTR1401 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 
3.1.3 แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมไลเปส คือ Seratia marcescens จากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา 
ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 2 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 
3.2 อาหารเล้ียงแบคทีเรีย 
 3.2.1 de Man Rogosa Sharpe (MRS) medium (Lab grade, Himedia Laboratory Pvt. Ltd., 
India) (ภาคผนวก 1.1) 
 3.2.2 Modified MRS medium (ภาคผนวก 1.2) 
 3.2.3 Lipase test agar (Tween 80 agar) (ภาคผนวก 1.3) 
 3.2.4 Modified Lipase test agar สูตร 1 และ 2 (ภาคผนวก 1.4 และ 1.5) 
 
3.3 วัตถุดบิท่ีใชเปนสารตั้งตนในการผลิต CLA 
3.3.1 น้ํามันดอกทานตะวัน (ตราองุน, บริษัท น้ํามันพืชไทย จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย) 
โดยมีสวนประกอบตามฉลากโภชนาการของกรดไขมันลิโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2) เทากับ 9 
กรัมตอ 15 มิลลิลิตร และกรดไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1) เทากับ 4 กรัมตอ 15 มิลลิลิตร 
3.3.2 น้ํามันถั่วเหลือง (ตราองุน, บริษัท น้ํามันพืชไทย จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย) โดยมี
สวนประกอบตามฉลากโภชนาการของกรดไขมันลิโนเลนิก (Linolenic acid, C18:3) เทากับ 1 กรัมตอ 
15 มิลลิลิตร กรดไขมันลิโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2) เทากับ 8 กรัมตอ 15 มิลลิลิตร และกรด
ไขมันโอเลอิก (Oleic acid, C18:1) เทากับ 3.5 กรัมตอ 15 มิลลิลิตร 
 
  
 
 
 
 
 
 
 33
3.4 การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กตกิท่ีสามารถสราง CLA จากน้าํมนัดอกทานตะวนัและ/หรือน้ํามัน
ถั่วเหลือง  
3.4.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแล็กติกเพือ่ทดสอบความสามารถในการสราง CLA 
 นําแบคทีเรียกรดแล็กตกิจํานวน 17 ไอโซเลท และแบคทเีรียกรดแล็กติก 2 สายพันธุ ไดแก 
Lactobacillus acidophilus TISTR1338 และ Lactococcus lactis TISTR1401 มาเพาะเลีย้งใหไดระยะ
การเจริญของเซลลท่ีเปน Vegetative cell โดยใชอาหารเหลว MRS ในตูบมแบบไรออกซเิจน 
(Anaerobic chamber) (SHEL LAB, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.) อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบสภาพของเชือ้บริสุทธิ์ (Pure culture) ดวยวิธี Streak plate 
บันทึกลักษณะโคโลนี และศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรยี โดยศกึษาลักษณะ รูปราง การเรียง
ตัว และการติดสียอมแบบแกรม (Gram stain) ของเซลลแบคทีเรยี ซึ่งมีขั้นตอนคอื เตรยีมรอย Smear 
ของแบคทีเรียอายุ 18-24 ชั่วโมง ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง MRS บนแผนแกวสไลดท่ีสะอาด ตรึงเซลล
ใหติดแผนแกวดวยความรอน หยดสี Crystal violet ใหทวมรอย Smear เปนเวลา 1 นาที ลางสีออก
ดวยน้ําเบา ๆ หยด Gram٫s iodine ใหทวมรอย Smear เปนเวลา 1 นาที ลางรอย Smear ดวยสารละลาย
แอลกอฮอลเขมขนรอยละ 95 ประมาณ 5 วินาที ลางดวยน้าํทันที ยอมทับรอย Smear ดวยสี Safranin 
เปนเวลา 1 นาที ลางดวยน้ํา ท้ิงใหแหง ตรวจดูรูปราง โครงสราง การเรยีงตัวของเซลล และการติดสี
ของเซลล ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Light microscope) (Olympus Model BX51TRF, 
Olympus Optical Co., Ltd., Japan) และวัดขนาดเซลลดวยโปรแกรม Image-Pro Plus Version 6.0.0.260: 
1993-2006 (Media Cybernetics, Inc., Japan) จากนัน้เพ่ิมจํานวนของเชือ้บริสทุธิด์วยเทคนคิ Simple 
streak บนอาหารแขง็ MRS และบมเชือ้ใหเจริญท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบมแบบไรออกซเิจน 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือนําไปใชในขั้นตอนการทดสอบความสามารถในการสราง CLA 
3.4.2 การทดสอบความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
เขี่ยเชือ้บรสิุทธิ์ท่ีไดรับการเพ่ิมจํานวนบนอาหารแข็ง MRS ลงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีกรด
ไขมันลิโนเลอกิบริสุทธิ ์ (Linoleic acid 99%, cis-9, cis-12-octadecadienoic acid (C18:2), Sigma 
Chemical Co., U.S.A.) 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร ซึ่งอยูในรูปอิมัลชัน (กรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย Tween 80® (Polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate) 
(ACROS Organics, New Jersey, U.S.A.) เขมขนรอยละ 1 (ภาคผนวก 1.7) เพ่ือเพ่ิมการละลายของ
กรดไขมันลิโนเลอกิในอาหารเหลว บมใหเกิดการเจริญทีอ่ณุหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส ในตูบมแบบไร
ออกซเิจน เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง ตรวจวัดปริมาณเซลลเริ่มตนดวย Spectrophotometer (BIO-RAD, 
SmartSpecTM 3000, U.S.A.) และเติมลงในอาหารเหลว 2 ชนดิ ไดแก อาหารเหลว MRS และอาหาร
เหลวสตูรดัดแปลงจาก MRS (Modified MRS broth) ปริมาตรอาหารเหลว 15 มิลลลิิตร ท่ีมีน้ํามัน
ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร โดยใหมีความเขมขนของเซลล
  
 
 
 
 
 
 
 34
เร่ิมตนอยูในชวง 106-107 เซลลตอมิลลลิิตร ทําการทดลองสองซ้ํา บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ในตูบมแบบไรออกซเิจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต (Viable cell) เริ่มตน
ดวยเทคนิค Spread plate และหลังจากครบ 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีมชีีวิต คาความเปน
กรด-ดาง ปริมาณและไอโซเมอรของ CLA  
3.4.3 การตรวจสอบปริมาณเซลลแบคทีเรียที่มีชีวิตดวยวิธ ีStandard plate count  
นําอาหารเหลวท่ีผานการเลี้ยงเชือ้มาเจือจางแบบ Serial dilution ดวยสารละลาย Butterfield’s 
buffered phosphate diluent (ภาคผนวก 1.6) และใชเทคนคิ Spread plate บนอาหารแข็ง MRS ทําการ
ทดลองสองซ้ํา บมใหแบคทเีรียเจริญท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบมแบบไรออกซเิจนเปนเวลา 
48 ชั่วโมง ตรวจนบัจํานวนโคโลน ี(CFU ตอมลิลิลติร) ของแบคทเีรยีท่ีพบ 
3.4.4 การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง 
ตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเหลวท่ีผานการเลี้ยงเชือ้ ดวยเคร่ืองวัดคาความเปน
กรด-ดาง (pH meter) (MP220, Mettler-Toledo GmbH, CH8603 Schwerzenbach, Switzerland) ท่ีได
ปรับเทียบกับสารละลายบฟัเฟอรมาตรฐานท่ีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.01 และ 7.0 อณุหภูม ิ25-28 
องศาเซลเซยีส 
3.4.5 การตรวจวิเคราะห CLA เชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ 
วิธีการตรวจวิเคราะห CLA เชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณ ดัดแปลงจากวิธีของ Alonso, 
Cuesta, and Gilliland (2003), Xu et al. (2008) และ Park et al. (2001) ซึ่งมีขัน้ตอน และรายละเอียด
ดังตอไปนี ้
ก. การเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะห CLA ในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว 
  1. การสกัดไขมัน (Lipid extraction)  
  ดึงอาหารเหลวท่ีผานการเลี้ยงเชื้อ 10 มิลลลิิตร มาปนเหว่ียงแยกเซลลแบคทีเรีย 
ออกดวยเครือ่งปนเหว่ียง (Sorvall Legend Mach 1.6R Centrifuge, Thermo-Scientific, Thermo 
Electron LED GmbH, Germany) ท่ีความเร็วรอบ 10,000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที นําของเหลวสวนใสมาเติม Heptadecanoic acid (Margaric acid, C17:0) (Sigma Chemical Co. 
St. Louis, Mo., U.S.A.) ท่ีละลายในเฮกเซน (Hexane) เขมขน 0.25 มลิลกิรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร เปนสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) จากนั้นเติมไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
ปริมาตร 5 มิลลลิิตร เขยาใหเขากัน สกดัไขมันโดยเติมเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลลิิตร เขยาผสมใหเขา
กันนาน 10 นาที นําสารละลายผสมไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 4,000 รอบตอนาที อณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี ดึงสารละลายอินทรียสวนบนใสลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิติร 
สกดัไขมนัซ้ําอีกครั้งดวยเฮกเซนปริมาตร 3 มิลลลิิตร จากนั้นนําสารละลายอินทรยีท่ีไดมาผสมกนั 
และทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์พรอมปดฝาสนทิ 
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2. การยอยไขมนัใหอยูในรูปกรดไขมันอสิระ (Lipid hydrolysis) 
นําไขมันท่ีสกัดไดมาเติมเฮกเซนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ในเมทานอลเขมขน 1 นอรมาล ปริมาตร 1 มลิลิลติร พนดวยแกส
ไนโตรเจนบริสทุธิพ์รอมปดฝาสนิทเพือ่ปองกันการเกดิปฏกิิริยาออกซเิดชนั เขยาใหสารผสมกนัและ
ปลอยใหเกิดปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
3. การเตรียมกรดไขมันอิสระใหอยูในรูป Fatty acid methyl esters (FAMEs)  
    (Methylation)  
นําสารละลายท่ีไดจากขอ 2 มาเติมสารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดใน      
เมทานอลเขมขนรอยละ 14 (14% Boron trifluoride in Methanol) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Germany) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร พนดวยแกสไนโตรเจน ปดฝาสนิทและเขยาใหสารผสมกัน ปลอยให
เกดิปฏกิิริยาท่ีอณุหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที โดยเขยาทุก ๆ 5 นาที จากนั้นเติมน้ําปริมาตร 1มิลลลิิตร 
และสกัด FAMEs ดวยเฮกเซนปริมาตร 2 มิลลิลติร เขยาอยางแรงจนเปนเนือ้เดียวกนัแลวต้ังท้ิงไวจน
เกดิการแยกชัน้อยางสมบูรณ  ดึงของเหลวใสสวนบนใสหลอดทดลองขนาด 5 มลิลิลติร สกดัซ้ําอกี
คร้ังดวยเฮกเซนปริมาตร 1 มิลลลิิตร นําสารละลายอินทรียท่ีไดมาผสมกัน และทําใหแหงดวยแกส
ไนโตรเจนบริสุทธิ์ เติมผงโซเดียมซัลเฟต (Anhydrous sodium sulphate, Na2SO4) ประมาณ 0.1 กรัม 
พรอมปดฝาสนิท เพือ่กําจัดความชืน้ท่ีเหลอืออก ละลาย FAMEs ดวยเฮกเซนบรสิุทธิ์ปริมาตร 1.00 
มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสชีาขนาด 1.5 มิลลลิิตร ปดฝาสนิท และเก็บรกัษาท่ีอณุหภูมิ -20 
องศาเซลเซยีส รอนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค Gas chromatography  
เนื่องจากการ Methylation โดยใชสารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดใน      
เมทานอลเปนวิธีการท่ีมีงานวิจัยยืนยันวาจะทําใหเกิดการเปลี่ยนไอโซเมอรของ CLA จาก cis, trans 
เปน trans, trans (Kramer et al., 1997) ดังนั้นจึงทดลองใชโซเดียมเมทอกไซด (97% Sodium 
methoxide, CH3NaO, Fluka, Fluka Chemie GmbH CH-9471 Buchs, Germany) ในเมทานอลในการ
ทําปฏิกิริยา Methylation กรดไขมันในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ และ CLA ทางการคา 2 ยี่หอ ไดแก    
ซี แอล เอ แอ็ดวานซ (CLA ADVANCETM) (บริษัท เมกา ไลฟไซแอ็นซ จํากัด, ประเทศไทย) และ     
ฟกเกอร พลัส (Figger Plus) (บริษัท เอฟ.ซี.พี. จํากัด, ประเทศไทย) ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Aldai et 
al. (2005) และ Park et al. (2001) เพ่ือตรวจสอบปริมาณ CLA แตละไอโซเมอรเปรียบเทียบกับการใช
สารละลายโบรอนไทรฟรอูอไรดในเมทานอล ขั้นตอนและรายละเอยีดวิธีการ Methylation และผลการ
พิสูจนดังแสดงในภาคผนวก 3 ซึ่งสรุปไดวาการใชโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลมีขอจํากัดคือไม
สามารถทําปฏิกิริยาทําปฏิกิริยา Methylation กับกรดไขมันท่ีอยูในรูปอิสระได ทําใหไมสามารถ 
ตรวจวัดปริมาณ CLA และกรดไขมันในรูปอิสระท่ีมีในตัวอยางโดยเฉพาะอยางยิ่งสารมาตรฐานภาย 
ใน (Heptadecanoic acid) ซึ่งโครมาโทแกรมของกรดไขมันท่ีสกัดไดจากตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อจาก
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การทํา Methylation ดวยโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลไมแตกตางจากการใชสารละลายโบรอน 
ไทรฟรูออไรดในเมทานอลเขมขนรอยละ 14 ดังนั้นจึงเปนการยืนยันไดวาการยอยไขมันใหอยูในรูป
กรดไขมันอิสระ และทําปฏิกิริยา Methylation ไขมันดวยสารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดในเมทานอล 
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที จะไมทําใหเกิดการเปลี่ยนรูปรางไอโซเมอร ของ CLA  
ข. การตรวจวัดเชงิปริมาณ และคณุภาพของ CLA ดวยเทคนคิ Gas chromatography 
นําสารละลายกรดไขมันทีเ่ตรยีมไดมาวิเคราะหหาปรมิาณ และไอโซเมอรของ 
CLA ดวยเครือ่ง Gas chromatograph (CP-3800 Gas chromatograph, VARIAN, Chromatography 
Systems, Middleburg, Netherlands) โดยใชอุปกรณตรวจวัด (Detector) ชนดิ Frame ionization (FID) 
และคอลัมนแบบแคปปลารี (Capillary column) สําหรับแยกกรดไขมนั (CP7420, WCOT Fused 
Silica, CP-Select CB for FAME, 100 m x 0.25 mm, 0.25 µm film thickness, VARIAN, U.S.A.) 
ระบุตําแหนงไอโซเมอรของ CLA โดยเปรียบเทียบระยะเวลาท่ีสารใชในการเคลื่อนทีอ่อกจาก
คอลัมน (Retention time) กบัสารมาตรฐาน CLA (Methylated CLA standard) ประกอบดวย cis-9, 
trans-11-C18:2, trans-10, cis-12-C18:2, cis-9, cis-11-C18:2,  และ trans-9, trans-11-C18:2 (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, Mo., U.S.A.) ดังรูปที่ 3.1 และใชสารมาตรฐานภายใน Heptadecanoic acid 
เขมขน 0.25 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตรในเฮกเซน ในการคํานวณปริมาณ CLA แตละไอโซเมอร ซึ่งใช
สภาวะในการวิเคราะห CLA ดังตอไปนี ้
- อุณหภูมิสวนฉีดสาร (Injector temperature) : 240 องศาเซลเซียส 
- อัตราสวนของสารท่ีเขาคอลัมนกับสวนท่ีระบายออก (Split ratio) : 1 ตอ 50 
- อุณหภูมิของคอลัมน (Column temperature) : ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมน 
เร่ิมตนท่ี 70 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพ่ิมอุณหภูมิจนถึง 175 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 20 องศา
เซลเซยีสตอนาที และคงไวนาน 15 นาที จึงเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเปน 215 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศา
เซลเซียสตอนาที และคงไว 12 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเปน 240 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 10 องศา
เซลเซียสตอนาที และคงไว 10 นาที รวมระยะเวลาในการวิเคราะหเทากับ 54.75 นาที 
- อุณหภูมิของอุปกรณตรวจวัด (Detector temperature) : 250 องศาเซลเซยีส  
- แกสพา (Carrier gas) : ฮีเลียม อตัรา 1.0 มิลลลิิตรตอนาที 
- ปริมาตรตัวอยางท่ีใชในการวิเคราะห (Injection volume) : 1 ไมโครลติร 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 37
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1 โครมาโทแกรมแสดงระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสารมาตรฐาน  CLA (ก), สารมาตรฐาน
ภายใน (C17:0) (ข) และ สารมาตรฐานกรดไขมันลิโนเลอิก (ค) ท่ีตรวจวิเคราะหดวย
คอลัมน CP7420, WCOT Fused Silica, CP-Select CB for FAME 
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3.5 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
นําแบคทเีรียกรดแล็กติกท้ังหมด มาทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสโดยนํา
เชือ้บริสุทธิ์มาเพาะเลี้ยงบนผิวหนาอาหารแข็งทดสอบการสรางเอนไซมไลเปส (Lipase test agar 
หรือ Tween 80 agar) และ อาหารแข็งทดสอบการสรางเอนไซมไลเปสสูตรดัดแปลงสูตร 1 และ 2 
(Modified Lipase test agar) ดวยเทคนคิ Streak plate บมใหแบคทเีรียเกดิการเจริญในตูบมแบบไร
ออกซเิจน อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน ตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซม
ไลเปสโดยสังเกตการเกดิตะกอนขุนขาวรอบโคโลนี (Halo formation) ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหาร 
เนือ่งจากกรดไขมันอิสระท่ีไดจากไขมันถูกยอยดวยเอนไซมไลเปสทีส่รางขึ้นจากแบคทีเรีย จับรวม 
ตัวกับเกลอืแคลเซียม เกิดการตกตะกอนอยูรอบ ๆ โคโลนี เปรียบเทียบความสามารถในการสราง
เอนไซมไลเปสของแบคทีเรยีกรดแลก็ติกกับแบคทีเรีย Seratia marcescens ท่ีสามารถสรางเอนไซม
ไลเปสไดเปนปกติ 
 
3.6 การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีคัดเลอืก 
3.6.1 การศึกษาขนาดหยดน้ํามันในระบบอิมัลชันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
3.6.1.1 การเตรียมน้ํามันใหอยูในรูปอิมลัชันและการวัดขนาดหยดน้ํามัน 
เตรียมน้ํามันใหอยูในรูปอิมลัชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามนั 3 ระดับ โดยใชสารกออิมลัชัน 
(Emulsifier agent) 2 ชนดิไดแกทวีน 80 (Tween 80®) (ACROS Organics, New Jersey, U.S.A.)  
และสแปน 80 (Span 80®) (Sorbitan monooleate) (Sigma -Aldrich Co., St. Louis, MO., U.S.A.) โดย
มีวิธีการเตรียมดังตอไปนี ้
 ก. อิมัลชันท่ีมขีนาดหยดน้ํามันระดับท่ี 1 ประกอบดวย 
 น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลือง 1.0 กรัม 
 Tween 80®      1.0 กรัม 
 น้ํากลั่น      98.0 กรัม 
 ละลาย Tween 80® ดวยน้ํากลั่น ในขวดฝาเกลียว ทําใหปลอดเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ
121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ท้ิงใหอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 50 องศาเซลเซียส เติมน้ํามัน 
แลวเขยาอยางแรงจนเกดิอิมัลชนั เก็บไวท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ข. อิมลัชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามันระดับที่ 2 ประกอบดวย 
 น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลือง 20.0 กรัม 
 Tween 80®      5.04 กรัม 
 Span 80®      3.96 กรัม 
 น้ํากลั่น      71.0 กรัม 
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ชั่งน้ํามัน และสารกออิมัลชนัท้ัง 2 ชนิดใสบีกเกอร นําไปใหความรอนโดยใช
อางน้ําควบคุมอณุหภูมิ ปนกวนดวยแทงแมเหล็กจนของเหลวผสมมีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
จากนั้น เติมน้ําลงของเหลวผสมในอัตรา 1.0 มิลลลิิตรตอนาที โดยคงอุณหภูมิไวท่ี 70 องศาเซลเซยีส 
ตลอดการเติมน้ํากลั่น เก็บอิมัลชันท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซยีส (Liu, Sun, Li, Liu, and Xu, 2006) 
ค. อิมลัชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามันระดับที่ 3 ประกอบดวย 
น้ํามันเมลด็ดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลือง 20.0 กรัม 
Tween 80®      5.04 กรัม 
Span 80®      3.96 กรัม 
น้ํากลั่น      71.0 กรัม 
เตรียมอิมัลชันเชนเดียวกันกับการทําอิมลัชันในขอ 3.5.1.1ข แตเพิ่มปริมาณ
อิมัลชนัเปน 300 กรัม และใชเคร่ืองกวนผสมสาร(Overhead stirrer, RW 20 digital, IKA®-WERKE 
GMBH & CO.KG, Germany) ท่ีความเร็ว 500 รอบตอนาที เมื่อไดอิมลัชันสีขาวขุน นําไปลดขนาด
หยดน้ํามันขณะรอนดวยเคร่ืองลดขนาดอนุภาคเมด็ไขมันระบบสองระดับความดัน (Homogenizer, 
15 MR-8TA, APV Gaulin, INC., U.S.A.) โดยระดับความดันท่ี 1 เทากับ 500 ปอนดตอตารางนิ้ว 
และความดันระดับที่ 2 เทากับ 5,000 ปอนดตอตารางนิ้ว เกบ็อิมัลชนัท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
วัดขนาดหยดน้ํามันตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก Segall and Goff (1999) โดยนํา
ตัวอยางอิมัลชนัมาเจือจางดวยน้ํากลัน่ในอตัราสวนตัวอยางอิมัลชนัตอน้าํกลัน่เทากบั 0.5:100 จากนัน้ 
นําไปวัดขนาดหยดน้ํามันดวยเครื่องวัดขนาดอนุภาคไขมัน (Laser particle size analyzer, Mastersizer S, 
Malvern Instruments, Ltd., U.K.) ซึ่งจะรายงานผลเปนคาเสนผาศูนยกลางเฉลีย่แบบ d3,2 (Surface- 
weighted mean diameter) 
3.6.1.2 การทดสอบขนาดหยดน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
 ก) การเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 เตรียมกลาเชื้อโดยเพาะเลีย้งเชือ้บรสิุทธิ์ (Pure culture) ใหไดระยะการ
เจริญของเซลลในชวง Late log phase ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลลิิตรท่ีเสริมดวยกรด
ไขมันลิโนเลอกิเขมขน 0.1 มลิลิกรมัตอมิลลลิิตร บมใหเกดิการเจริญท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใน
ตูบมแบบไรออกซเิจน เปนเวลา 18 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเซลลเริ่มตนโดยการวัดคาความขุนดวย
เครือ่ง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 571 นาโนเมตร และเทียบหาปริมาณเซลลโดยคํานวณจาก
กราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก 6 รูปท่ี ผ1) เจือจางใหมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 107 เซลลตอมิลลิลติร ดวย
อาหารเหลว Modified MRS  
ข) การทดสอบขนาดหยดน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของ 
แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคัดเลือก 
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เตรียมอาหารเหลว Modified MRS ปลอดเชือ้ คาความเปนกรด-ดาง
เร่ิมตนเทากับ 7.0±0.2 ปริมาตร 50 มิลลลิิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลติร เตรียมอิมัลชนัให
ปลอดเชื้อโดยอิมัลชนัที่มีหยดน้ํามัน 0.83 และ 0.64 ไมโครเมตร กรองผานตัวกรองท่ีมีความละเอียด 
0.45 และ 0.2 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซึ่งจะไมทําใหขนาดหยดน้ํามันเปลี่ยนแปลง เติมอิมัลชัน ท่ีเตรียม
ไดลงในอาหารเหลวโดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร จากนัน้เติมกลา
เชื้อบริสุทธิ์ทีเ่จือจางแลวขางตนปริมาณ (Inoculum size) รอยละ 1 โดยปริมาตร เลี้ยงใหแบคทีเรีย เจริญ
ในตูบมแบบไรออกซเิจน อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้าํ 
ตรวจวัดปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต คาความเปนกรด-ดาง ปริมาณและไอโซเมอรของ CLA ตามวิธีการท่ี
ระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 
3.6.2 การศกึษาความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามันถั่วเหลอืงท่ีเหมาะสมตอการ
สราง CLA  
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ตามวิธีการที่ระบุในขอ 3.6.1.2ก และ
เตรียมอาหารเชนเดียวกันกับที่ระบุในขอ 3.6.1.2ข โดยใชขนาดหยดน้ํามันในระบบอิมัลชันทีเ่หมาะสม 
ตอการสราง CLA เปนวัตถดิุบ และมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 และ 1.2 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมกลาเชื้อปริมาณรอยละ 1 โดยปริมาตร เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในตู
บมแบบไรออกซเิจน และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธกีารท่ีระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 
3.6.3 การศึกษาคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ติกบริสุทธิ์ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.6.1.2ก เตรียม 
อาหารเหลว Modified MRS ปลอดเชือ้ใหมีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6.0±0.2, 6.5±0.2, 
6.8±0.2, 7.0±0.2 และ 7.5±0.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมลัชันท่ี
เหมาะสมตอการสราง CLA โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
จากนั้นเติมกลาเชือ้ปริมาณรอยละ 1 โดยปริมาตร เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในตูบมแบบไรออกซิเจน 
และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธีการทีร่ะบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 
3.6.4 การศึกษาอุณหภูมิบมท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
ทําการเตรียมกลาเชือ้แบคทีเรยีกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ และเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธ ี
การท่ีระบุในขอ 3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมลัชันท่ี
เหมาะสมตอการสราง CLA ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นเติมกลาเชื้อปริมาณรอยละ 1 โดยปริมาตร บมในโถท่ีมีสารดกัจับ
ออกซเิจน (AnaeroGenTM, OXOID Ltd., Basingstock, Hampshire, England) ในตูบมอุณหภูมิ 25, 30, 
35, 37 และ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ 
ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 
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3.6.5 การศึกษาปริมาณกลาเชือ้เริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ และเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ตามวิธกีารท่ี
ระบุในขอ 3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมัลชันทีเ่หมาะสม
ตอการสราง CLA ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลกิรัมตอ
มิลลิลิตรจากนั้นเติมกลาเชือ้ใหมีปริมาณตาง ๆ กัน คือ รอยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยปริมาตร บมให
แบคทเีรยีกรดแลก็ติกเกิดการเจริญทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบมแบบไรออกซเิจน เปนเวลา 
48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธกีารที่ระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 
3.4.5 
 
3.7 ทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกทีอ่ยูในรูปเซลลท่ีถูกตรึง (Immobilized cells) 
ดวยคารราจีแนน 
ตรวจสอบการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ CLA เม่ือเตรียมใหแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคัดเลือกอยูใน
รูปเซลลท่ีถูกตรึงดวย k-carrageenan เร่ิมตนจากเตรียมสารละลาย k-carrageenan เขมขนรอยละ 3.5 
โดยน้ําหนัก สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.4 โมลาร และน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ซึ่ง
ดัดแปลงมาจาก Iborra, Manjón, and Cánovas (1997) พรอมกับเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก 
บริสุทธิ์ และเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการที่ระบุในขอ 3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ ทําการ
ตรึงเซลลโดยอุนสารละลาย k-carrageenan ใหมีอุณหภูมิอยูในชวง 35-37 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีกลาเชื้อปริมาณท่ีเหมาะสมของแตละสายพันธุลงไปผสมใหเขากัน นําของผสมท่ี
ไดไปหยดลงในสารละลายโพแทสเซียมคลอไรดปลอดเชือ้ท่ีมีอณุหภูมิประมาณ 10 องศาเซลเซียส ท่ี
มีการปนกวนตลอดเวลา จะไดเม็ดเจลกลมใส แชไวประมาณ 30 นาที แลวลางสารละลาย
โพแทสเซียมคลอไรดสวนเกินออกจากเม็ดเจลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้ออยางนอย 3 คร้ัง จากนั้นนําเม็ด
เจลที่ไดใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมไว ซึ่งมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร นําไปบมในตูบมอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิต CLA พรอมเขยาดวยความเร็ว 45 รอบตอ
นาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 
3.4.3, 3.4.4 และ 3.4.5 
 
3.8 การทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกแบบกลาเช้ือผสม 
ตรวจสอบการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ CLA เม่ือใชกลาเชือ้ผสมเทียบกับการใชเชือ้เด่ียว โดย
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิบรสิุทธิ์ และเตรียมอาหารเหลวปลอดเชือ้ตามวิธกีารทีร่ะบุในขอ 
3.6.1.2ก และ 3.6.1.2ข ตามลําดับ เติมน้ํามันดอกทานตะวันในระบบอิมลัชันท่ีเหมาะสมตอการสราง 
CLA ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ โดยใหมีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร และเติม
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กลาเชือ้แตละเชือ้โดยใชปริมาณท่ีเหมาะสมในการสราง CLA  ซึ่งพิจารณาจากผลการทดลอง ในขอ 
3.6.5 เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในตูบมแบบไรออกซเิจน อณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ชั่วโมง ทําการทดลองสองซ้ํา และตรวจวัดปริมาณตาง ๆ ตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.4.3, 3.4.4 และ 
3.4.5 
 
3.9 ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชดุ (Batch fermentation) ในระดับหองปฏบิัติการ 
 ศกึษาปริมาณการสราง CLA ท่ีระยะเวลาตาง ๆ ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 3 สายพันธุท่ี
แสดงความสามารถในการสราง CLA ไดสูงท่ีสดุในระบบถังหมักแบบเปนชดุขนาด 5 ลิตร โดยมี
ขั้นตอนการเลีย้งเชือ้ดังตอไปนี ้
3.9.1 การเตรียมกลาเชื้อ 
เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลก็ตกิท่ีคดัเลอืกอายุ 18-20 ชั่วโมง ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลว 
MRS ที่เสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอกิเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร ตรวจสอบปริมาณเซลล
เร่ิมตนโดยวัดคาการดูดกลนืแสงท่ี 571 นาโนเมตร และเทียบหาปริมาณเซลลโดยคํานวณจากกราฟ
มาตรฐาน (ภาคผนวก 6 รูปท่ี ผ1) จากนัน้เตรียมกลาเชือ้ใหมีความเขมขนของเซลลประมาณ 106-108 
เซลลตอมิลลลิิตรดวยอาหารเหลว Modified MRS ซึ่งพรอมเติมลงในถังหมัก 
3.9.2 การเล้ียงเช้ือในระบบถังหมัก 
เตรียมอาหารเหลว Modified MRS ปริมาตร 5 ลิตร บรรจุลงในถังหมัก ทําใหระบบ
ทั้งหมดปลอดเชือ้โดยการนึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นตอถังหมักเขากับ
ระบบถังหมกั (Biostat® Bplus, Type 8843414, Sartorious BBI Systems GmbH, Germany) เติมน้ํามนั
ดอกทานตะวันในระบบอิมัลชันปลอดเชื้อคอืกรองผานตัวกรองความละเอยีด 0.2 ไมโครเมตร ซึ่งจะไม
ทําใหขนาดหยดน้ํามนัเปลี่ยนแปลง พรอมกับเติมกลาเชือ้ท่ีเตรียมขางตนในปริมาณท่ีเหมาะสมตอ
การสราง CLA เลี้ยงใหแบคทีเรียเจริญในสภาวะปดไมมีการถายเทของอากาศ เพ่ือลดปริมาณ
ออกซเิจนในระบบ กวนอาหารเหลวดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที ต้ังคาอุณหภูมิ และคาความเปน
กรด-ดางท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของเชื้อท่ีคัดเลือกตลอดการเลี้ยงเชือ้เปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย
ใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) และสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 1 โมลาร 
ปลอดเชื้อในการปรับคาความเปนกรด-ดาง ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ีมชีีวิต ปริมาณและชนิดไอโซเมอร
ของ CLA ในแตละชวงเวลาตามวิธีการท่ีระบุในขอ 3.4.3 และ 3.4.5 
 
3.10 การวิเคราะหทางสถิติ 
 วิเคราะหผลทางสถิติโดยใช ANOVA และหาความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรม SPSS version 13 (SPSS Inc., Illinois, U.S.A.) 
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3.11 สถานท่ีทําการทดลองและเกบ็ขอมูล 
 หองปฏิบัติการเคมีอาหาร ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 3 หนวยวิจัยเชื้อพันธุ   
จุลินทรียและการใชประโยชน และหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี 2 และฝายวิเคราะหดวยเครื่องมือ ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 1 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
  
 
 
 
 
 
 
บทที่ 4 
ผลการทดลองและวจิารณผล 
 
4.1 การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลก็ตกิทีส่ามารถสราง CLA จากน้ํามนัดอกทานตะวนัและ/
หรือนํ้ามนัถัว่เหลอืง  
   แบคทีเรยีกรดแลก็ติกจํานวน 17 ไอโซเลท แยกไดจากกระเพาะปลาน้าํจืดท่ีมีการศกึษาเกีย่วกับ 
การสราง CLA ในเนื้อปลา และแบคทีเรียกรดแล็กติก 2 สายพันธุ คือ Lactobacillus acidophilus 
TISTR1338 และ Lactococcus lactis TISTR1401 ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดมีการทดสอบแลววามี
ศักยภาพในการสราง CLA จากกรดไขมันลิโนเลอิกบริสุทธิ์ ถูกนํามาทดสอบความสามารถในการ
สราง CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามันถัว่เหลืองท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกอยูประมาณ 0.65 และ 
0.58 มิลลิกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ ซึ่งคํานวณจากปริมาณท่ีระบุในฉลากโภชนาการ และการ
หาความหนาแนนของน้ํามันทั้งสองชนิดโดยมีคาเทากับ 0.916 กรัมตอมิลลิลิตร เพื่อคัดเลือก
แบคทีเรียที่สราง CLA ไดสูงโดยสรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 เปนหลัก 
นําแบคทเีรียท้ังหมดมาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว MRS ตรวจสอบสภาพของเชื้อบริสุทธิ์ (Pure culture) 
ดวยวิธี Streak plate บนอาหารแข็ง MRS และศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรีย รูปที่ 4.1 แสดง
ตัวอยาง ลักษณะโคโลนีของเชื้อบริสุทธิ์ และตารางท่ี 4.1 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล
แบคทีเรียที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้ โดยมีแบคทีเรียแกรมบวกท้ังรูปรางกลม รูปไข (Ovoid) และแทง 
และมีการจัดเรียงตัวท้ังแบบเซลลเด่ียว เปนคู และสายสั้น ๆ  
การทดสอบความสามารถในการสราง CLA เริ่มจากนําเชื้อบริสุทธิ์มาเลี้ยงในอาหารเหลว 
MRS ท่ีเสริมดวยกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพ่ือกระตุนใหเกิดการสราง
เอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส จนมีอายุของเซลลอยูในชวง Late log phase ประมาณ 18-20 ชั่วโมง 
ซึ่งเปนระยะการเจริญที่งานวิจัยที่ผานมาระบุวาเปนชวงท่ีมีการสราง CLA เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว (Alonso, 
Cuesta, and Gilliland, 2003) นําแบคทีเรียที่เลี้ยงไดเติมลงในอาหารเหลวทดสอบ 2 ชนิด ไดแก 
อาหารเหลว MRS (ภาคผนวก 1.1) และ อาหารเหลว Modified MRS (ภาคผนวก 1.2) เพื่อ
เปรียบเทียบปริมาณการสราง CLA ในอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ กับอาหารท่ีมีสารอาหารอยาง
จํากัด โดยในอาหารท้ังสองชนิดจะมีน้ํามันดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัม ตอ
มิลลิลิตร ซึ่งน้ํามันท่ีเติมลงไปนั้นจะอยูในรูปอิมัลชนัโดยใชทวีน 80  (Tween 80®) เขมขนรอยละ 1 เปน
สารกออิมัลชนัเพ่ือใหน้ํามันละลายในอาหารเหลวสัมผสักบัเซลลแบคทีเรียไดมากขึ้น ผลการทดสอบ
ความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียในอาหารเหลว MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน และ
น้ํามันถั่วเหลืองเปนองคประกอบแสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 ตามลําดับ พบวาแบคทีเรียท่ีเลี้ยงใน
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อาหารเหลวทดสอบ MRS จะเจริญเพ่ิมจํานวนไดมาก โดยพิจารณาจากจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต และคา
ความเปนกรด-ดางท่ีลดลงมากหลังบมครบ 48 ชั่วโมง แตมีการสราง CLA ในปริมาณท่ีตํ่า และมี
แบคทีเรียหลายไอโซเลทท่ีไมสราง CLA ซึ่งแตกตางจากการเลี้ยงในอาหารเหลวทดสอบ Modified 
MRS อยางชัดเจนดังตารางท่ี 4.4 และ 4.5  โดยพบวาแบคทีเรียมีการเจริญนอยกวา แตตรวจพบการสราง 
CLA ในปริมาณที่มากกวาและตรวจพบทุกไอโซเลท ท้ังการใชน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลือง
เปนสารตั้งตน ยกเวนไอโซเลท T15 ท่ีไมสราง CLA จากน้ํามันถั่วเหลือง นอกจากนั้นมีแบคทีเรีย
หลายไอโซเลทที่สรางไดเฉพาะไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 เชน BA17, N25-2, N38, P32-1, 
P32-2 และ P32-3 เปนตน จากผลการทดลองนี้จึงกลาวไดวาแบคทีเรียกรดแล็กติกตางสายพันธุจะมี
ความสามารถในการสราง CLA ทั้งปริมาณ และชนิดแตกตางกัน พรอมกันนั้นองคประกอบของ
อาหารมีผลอยางยิง่ตอปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีทดสอบ คือการเลี้ยงเชื้อ ใน
อาหาร MRS ซึ่งเปนอาหารท่ีมีสารอาหารครบถวนสมบูรณ เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกรด
แล็กติกทําใหมีการเจริญของเซลลในปริมาณมาก แตไมไดสงผลใหมีการสราง CLA มากขึ้น 
แตกตางจากการเลี้ยงในอาหารเหลวทดสอบ Modified MRS ท่ีถูกลดปริมาณแหลงคารบอน และ
ไนโตรเจน โดยจะไมมีน้ําตาล และสารสกัดจากเนื้อวัว (Beef extract) เปนองคประกอบ ทําใหเชื้อมี
การเจริญนอยกวาเม่ือเทียบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว MRS แตกลับมีการสราง CLA ไดมากขึ้น 
ดังนั้นในกรณนีี้ปรมิาณการเจริญของเชือ้ไมมีผลตอปริมาณการสราง CLA แตการเลี้ยงเชือ้ในสภาวะ ท่ี
มีสารอาหารอยางจํากัด รวมกับความเปนพิษตอเซลลของกรดไขมันลิโนเลอกิ อาจเปนปจจัยสําคัญใน
การกระตุนใหเชื้อเกิดการสรางเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสมากขึ้น เพ่ือลดความเปนพิษให 
เซลลสามารถอยูรอดได จึงเปนผลใหมีการสราง CLA ไดมากขึ้น ซึ่งแบคทีเรียท่ีสามารถสราง CLA 
ไดสูงทั้งจากน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลอืงเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว Modified MRS ไดแก 
สายพันธุ Lactococcus lactis TISTR1401 และ Lactobacillus acidophilus TISTR1338 ไอโซเลท 
N25-7 และ N25-19 แตเนื่องจากในงานวิจัยนี้สนใจ และตองการแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
CLA ไอโซเมอรท่ีมีคุณสมบัติชีววิทยาท่ีเปนประโยชนสูงไดแกไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 และ 
trnas-10, cis-12-18:2 และสรางไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณตํ่า ซึ่ง Lactobacillus 
acidophilus TISTR1338 นั้นสรางไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูง ดังนั้นแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการสราง CLA และคัดเลือกเพ่ือนําไปทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสราง CLA คือ 
Lactococcus lactis TISTR1401, N25-7 และ N25-19 โดยใชอาหารเหลว Modified MRS เปนอาหาร
เลี้ยงเชื้อสําหรับทดสอบ 
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ชื่อไฟลรูปที่ 4_1 
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ชื่อไฟลรูปที่ 4_1ตอ1 
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ชื่อไฟลรูปที่ 4_1ตอ2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 49 
ตารางท่ี 4.1 สัณฐานวิทยาของเซลลแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาทดสอบการสราง CLA เจริญบน
อาหารแข็ง MRS อายุ 24 ชั่วโมง 
Isolate code Cell morphology
a 
Shape Size (µm)b Arrangement 
BA17 Rod 0.37-0.41x0.90-1.03 Single 
N25-2 Rod 0.32-0.37x0.58-0.63 In pairs 
N25-3 Rod 0.37-0.41x0.82-0.91 In pairs 
N25-5 Ovoid 0.32-0.41x0.38-0.52 In pairs 
N25-7 Coccus or Ovoid 0.26-0.32x0.33-0.39 In pairs or short chains 
N25-9 Rod 0.39-0.54x1.20-1.32 Single 
N25-19 Coccus or Ovoid 0.39-0.41x0.45-0.54 In pairs 
N25-20 Rod 0.32x0.57-0.65 In pairs 
N25-21 Ovoid 0.32x0.35-0.45 In pairs 
N38 Rod 0.57-0.63x1.30-1.53 Single 
P32-1 Rod 0.32-0.45x0.86-1.29 In pairs 
P32-2 Rod 0.40-0.50x1.14-1.30 Single 
P32-3 Rod 0.41-0.53x1.09-1.46 Single 
P47 Rod 0.40-0.51x1.28-1.44 Single 
T5 Coccus 0.70-0.80 In pairs 
T11 Coccus or Ovoid 0.45-0.52x0.52-0.58 In pairs 
T15 Ovoid 0.29-0.33x0.37-0.46 In pairs 
TISTR1338 Rod 0.32-0.41x1.65-1.80 Single or in pairs 
TISTR1401 Coccus or Ovoid 0.40-0.45 In pairs 
หมายเหตุ  a ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงท่ีกําลังขยาย 1,000 เทา 
                             b ตรวจสอบดวยโปรแกรม Image-Pro Plus Version 6.0.0.260: 1993-2006 (Media Cybernetics,  
Inc., Japan) 
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ตารางท่ี 4.2 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีนํามาทดสอบในอาหารเหลว MRS ท่ีมี
น้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลิลิตร 
Isolate code 
Bacterial count 
(logCFU/ml) pH 
48 h 
CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA 
(µg/mg oil) 
Conversion 
(%) 
0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 
BA17 7.38 9.54 4.70 - - - - - 
N25-2 7.59 9.28 4.46 1.37 1.94 3.23 6.54 0.65 
N25-3 8.18 10.04 4.11 - - - - - 
N25-5 8.04 9.34 4.58 - - - - - 
N25-7 7.00 9.89 4.59 - - - - - 
N25-9 6.58 9.32 4.68 - 5.77 - 5.77 0.58 
N25-19 7.59 9.85 4.44 - - - - - 
N25-20 7.41 9.48 4.45 - - - - - 
N25-21 7.64 9.15 4.57 - - 1.62 1.62 0.16 
N38 7.51 7.00 4.66 - - - - - 
P32-1 7.04 7.00 4.63 - 8.24 3.23 11.47 1.15 
P32-2 6.81 7.00 4.62 - - 2.46 2.46 0.25 
P32-3 7.23 8.26 4.63 - - - - - 
P47 4.00 8.62 4.61 - 3.15 2.59 5.74 0.57 
T5 7.15 8.97 4.36 - - - - - 
T11 7.20 8.91 4.70 - - - - - 
T15 7.46 8.99 4.42 - - 6.90 6.90 0.69 
TISTR1338 8.30 10.04 4.11 - - - - - 
TISTR1401 6.98 9.92 4.16 - - - - - 
หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
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ตารางท่ี 4.3 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาทดสอบในอาหารเหลว MRS ท่ีมี
น้ํามันถั่วเหลอืงเขมขน 0.1 มลิลกิรัมตอมิลลลิิตร  
Isolate code 
Bacterial count 
(logCFU/ml) pH 48 h 
CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA (µg/mg oil) 
Conversion 
(%) 
0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 
BA17 7.40 9.15 4.68 - 3.69 - 3.69 0.37 
N25-2 7.36 9.62 4.46 - - 0.56 0.56 0.06 
N25-3 7.45 9.70 4.12 - - - - - 
N25-5 7.20 9.00 4.58 - - - - - 
N25-7 7.08 10.04 4.59 - - - - - 
N25-9 5.00 8.36 4.68 - - - - - 
N25-19 7.75 9.70 4.44 - - - - - 
N25-20 7.04 9.43 4.46 - 0.78 0.50 1.28 0.13 
N25-21 7.32 9.18 4.60 - - - - - 
N38 7.62 8.11 4.67 - - 1.26 1.26 0.13 
P32-1 6.90 7.60 4.64 - - - - - 
P32-2 6.93 7.95 4.64 - 0.70 1.02 1.71 0.17 
P32-3 7.23 8.36 4.63 - - - - - 
P47 5.41 7.65 4.62 - 1.04 0.62 1.66 0.17 
T5 7.04 8.90 4.36 - - 8.28 8.28 0.83 
T11 7.08 10.95 4.63 - 0.34 - 0.34 0.03 
T15 7.70 9.15 4.43 - - - - - 
TISTR1338 8.28 10.18 4.12 - - - - - 
TISTR1401 6.79 9.90 4.16 - - - - - 
หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
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ตารางท่ี 4.4 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทเีรียกรดแล็กติกท่ีนํามาทดสอบในอาหารเหลว Modified 
MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลิลติร 
Isolate code 
Bacterial count 
(logCFU/ml) pH 48 h 
CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA (µg/mg oil) 
Conversion 
(%) 0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 
BA17 7.15 7.23 6.77 - - 15.04 15.04 1.50 
N25-2 7.48 8.15 6.60 - - 0.78 0.78 0.08 
N25-3 7.00 7.63 6.81 0.88 0.69 2.09 3.66 0.37 
N25-5 7.54 7.98 6.62 4.12 4.66 10.49 19.27 1.93 
N25-7 7.36 8.04 6.77 8.32 8.83 25.06 42.22 4.22 
N25-9 4.00 5.00 6.81 - - 4.92 4.92 0.49 
N25-19 7.64 8.69 6.65 9.57 8.87 22.30 40.74 4.07 
N25-20 7.65 8.32 6.64 3.65 4.79 9.87 18.31 1.83 
N25-21 7.56 8.26 6.57 4.75 7.12 14.93 26.79 2.68 
N38 7.53 6.82 6.59 - - 9.46 9.46 0.95 
P32-1 6.75 6.49 6.75 - - 12.17 12.17 1.22 
P32-2 7.18 6.92 6.72 - - 15.79 15.79 1.58 
P32-3 7.30 6.83 6.71 - - 16.07 16.07 1.61 
P47 5.58 5.65 6.82 - - 7.82 7.82 0.78 
T5 7.20 8.72 6.56 - - 9.95 9.95 1.00 
T11 7.04 8.20 6.49 1.70 2.39 5.74 9.83 0.98 
T15 7.48 8.72 6.91 2.00 2.06 3.85 7.91 0.79 
TISTR1338 5.54 9.49 6.73 5.28 7.80 28.00 41.08 4.11 
TISTR1401 7.15 8.23 6.75 16.85 16.47 33.75 67.07 6.71 
หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 53 
ตารางท่ี 4.5 ปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแลก็ติกท่ีนํามาทดสอบในอาหารเหลว Modified 
MRS ท่ีมีน้ํามันถั่วเหลอืงเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลิลติร 
Isolate code 
Bacterial count 
(logCFU/ml) pH 48 h 
CLA isomers content 
(µg/mg oil) Total CLA (µg/mg oil) 
Conversion 
(%) 0 h 48 h c9,t11 t10,c12 t9,t11 
BA17 7.49 7.70 6.79 - - 4.81 4.81 0.48 
N25-2 6.50 8.08 6.66 - - 8.42 8.42 0.84 
N25-3 6.78 7.86 6.78 - - 0.80 0.80 0.08 
N25-5 6.89 8.00 6.61 5.26 5.94 11.77 22.97 2.30 
N25-7 7.40 8.34 6.81 9.53 10.16 23.47 43.16 4.32 
N25-9 6.59 6.04 6.72 - - 4.48 4.48 0.45 
N25-19 7.79 8.74 6.64 10.72 7.28 24.64 42.63 4.26 
N25-20 7.95 8.61 6.65 2.27 2.30 9.73 14.30 1.43 
N25-21 7.58 8.73 6.66 2.51 - 6.77 9.28 0.93 
N38 7.56 6.97 6.60 - - 8.28 8.28 0.83 
P32-1 7.08 6.54 6.74 1.39 3.23 10.43 15.05 1.51 
P32-2 6.80 6.75 6.71 - - 8.68 8.68 0.87 
P32-3 7.15 7.18 6.75 - - 15.80 15.80 1.58 
P47 5.60 5.81 6.84 - - 9.98 9.98 1.0 
T5 7.08 8.41 6.53 - 8.99 4.16 13.15 1.32 
T11 7.11 7.65 6.53 - - 1.44 1.44 0.14 
T15 7.51 8.30 6.93 - - - - - 
TISTR1338 5.81 9.30 6.71 6.53 - 28.64 35.17 3.52 
TISTR1401 7.18 8.15 6.76 14.35 17.91 33.15 65.41 6.54 
หมายเหตุ  - หมายถึง ไมพบการสราง CLA 
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4.2 การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรยีกรดแล็กตกิ 
ทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติก เพ่ือตรวจสอบ 
ถึงความสัมพันธระหวางความสามารถในการสราง CLA จากน้ํามันกับความสามารถในการสราง
เอนไซมไลเปส เนื่องจากมีรายงานระบุวาแบคทีเรียกรดแล็กติกจะไมสามารถสราง CLA ไดจากกรด
ไขมันลิโนเลอิกในรูปเอสเทอรหรือไทรกลีเซอรไรดได (Ogawa et al., 2001) แตจากผลการทดลอง
ในขอ 4.1 พบวามีแบคทีเรียกรดแล็กติกหลายสายพันธุสามารถสราง CLA ไดท้ังจากน้ํามันดอก
ทานตะวัน และน้าํมันถัว่เหลอืง ซึ่งมีกรดไขมันลโินเลอิกอยูในรูปเอสเทอรกับกลีเซอรอล เม่ือเลี้ยงใน
อาหารเหลว Modified MRS จึงมีความเปนไปไดที่แบคทีเรียกรดแล็กติกจะสรางเอนไซมไลเปสขึ้นมา
เพ่ือยอยไขมันใหเปนกรดไขมันอิสระ และนําไปใชเปนแหลงคารบอนแทนน้ําตาลกลูโคส ซึ่ง
กระบวนการดังกลาวจะทําใหไดกรดไขมันลิโนเลอิกอิสระมากขึ้น สงผลใหเกิดการสราง CLA ไดสูง 
ดังนั้นจึงทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติก ดวยอาหารแข็ง
สําหรับทดสอบการสรางไลเปส (Lipase test agar or Tween 80 agar) (Atlas, 2004) องคประกอบของ
อาหาร คือ เพปโทน, โซเดียมคลอไรด, แคลเซียมคลอไรด และทวีน 80 ซึ่งคาดวาแบคทีเรียกรดแล็กติก
จะไมสามารถเจริญบนอาหารที่มีสารอาหารไมสมบูรณ จึงทดลองปรับสูตรอาหารโดยคงองค 
ประกอบหลักท่ีเกี่ยวของกับการทดสอบ และเพ่ิมสารอาหารอื่น ๆ ซึ่งอางอิงจาก Kim et al. (2007) 
และ El-Sawah, Sherief, and Bayoumy (1995) เพ่ือใหแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถเจริญไดโดยท่ีไม
มีน้ําตาล และใหแบคทีเรียเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมาจากทวีน 80 เทานั้น เปรียบเทียบลักษณะ
ผลบวกกับแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมไลเปสไดเปนปกติ คือ Serratia marcescens ดังรูปท่ี 4.2ก 
คือ มีตะกอนขุนขาวรอบโคโลนี (Halo formation) ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหาร เนื่องจากกรดไขมัน
อิสระท่ีไดจากไขมัน คือ ทวีน 80 ถูกยอยดวยเอนไซมไลเปสท่ีสรางขึ้นจากแบคทีเรียจับรวมตัวกับ
เกลือแคลเซียมเกิดการตกตะกอนอยูรอบ ๆ โคโลนี  
จากการเลี้ยงแบคทีเรียกรดแล็กติกบนอาหารทดสอบพบวาจะตองเลี้ยงเปนเวลาถึง 15 วัน 
จึงจะพบตะกอนขุนขาวรอบโคโลนี ดังรูปท่ี 4.2ข, ค และ ง ซึ่งมีปริมาณตะกอนขุนขาวคอนขางนอย
เมื่อเทียบกับ Serratia marcescens เนื่องจากธรรมชาติของแบคทีเรียกรดแล็กติกจะมีการสราง
เอนไซมไลเปสไดคอนขางนอย เม่ือเทียบกับแบคทีเรียกลุมอื่น ๆ เชน Pseudomonas, Bacillus และ 
Achromobacter เปนตน (Medina, Katz, González, and Oliver, 2004) จากแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ี
ทดสอบทั้งหมดพบเพียง 10 ไอโซเลทท่ีสามารถสรางเอนไซมไลเปสได (ตารางท่ี 4.6) ซึ่งการใช
อาหาร Lipase test agar เพียงอาหารเดียวก็สามารถทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปส
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไดไมจําเปนตองเพิ่มสารอาหารอื่น ๆ และเม่ือเชื่อมโยงถึงความสามารถใน
การสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีศักยภาพ ไดแก TISTR1401, N25-7 และ N25-19 พบวา 
แบคทีเรีย TISTR1401 ไมสรางเอนไซมไลเปส แตสามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุด แตแบคทีเรีย N25-7 
  
 
 
 
 
 
 
 55 
และ N25-19 ที่สรางเอนไซมไลเปสไดนั้นกลับสราง CLA ไดปริมาณนอยกวา ดังนั้นจึงสรุปไดวาการ
สรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติกไมเกี่ยวของกับปริมาณการสราง CLA เนื่องจากมีความ
เปนไปไดวาในชวงเวลาการทดสอบการสราง CLA ท่ีบมเพียง 48 ชั่วโมงนั้น แบคทีเรียท่ีทดสอบยัง
ไมมีการสรางเอนไซมไลเปส ดังนั้นการสราง CLA จากน้ํามันพืชจึงนาจะขึ้นอยูกับความสามารถของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกเอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.2 ลักษณะการตกตะกอนของเกลอืกรดไขมันรอบโคโลนีของแบคทีเรีย Serratia marcescens      
ท่ีเปนผลบวก (ก) และแบคทีเรียกรดแลก็ตกิไอโซเลท N25-7 ท่ีเจริญบนผิวหนาอาหารแข็ง 
Lipase test (ข), อาหารแข็ง Modified lipase test 1 (ค) และอาหารแข็ง Modified lipase test 2 
(ง) บมท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในสภาวะไรออกซเิจน เปนเวลา 15 วัน 
 
 
(ก) (ข) 
(ค) (ง) 
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ตารางท่ี 4.6 ผลการทดสอบการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาทดสอบบน
อาหารแข็งสําหรับทดสอบการสรางเอนไซมไลเปส และอาหารสูตรดัดแปลง 
Isolate code Lipase test medium Modified lipase test medium 1 
Modified lipase test  
medium 2 
BA17 - - 0 
N25-2 ++ + ++ 
N25-3 + 0 0 
N25-5 ++ ++ ++ 
N25-7 ++ + ++ 
N25-9 - - - 
N25-19 + 0 + 
N25-20 ++ 0 + 
N25-21 ++ ++ + 
N38 0 0 0 
P32-1 - - - 
P32-2 - - - 
P32-3 - - - 
P47 - - - 
T5 + + + 
T11 + - 0 
T15 ++ ++ ++ 
TISTR1338 0 0 0 
TISTR1401 0 - 0 
หมายเหตุ -  หมายถึง ไมมีโคโลนเีจริญบนผิวหนาอาหาร 
 0 หมายถึง เจริญบนผิวหนาอาหารแตไมมีตะกอนขุนขาวรอบโคโลน ี
 + หมายถึง เจริญบนผิวหนาอาหารและมีตะกอนขุนขาวรอบโคโลนเีลก็นอย 
 ++ หมายถึง เจริญบนผิวหนาอาหารและมีตะกอนขุนขาวรอบโคโลนีเดนชัด 
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4.3 การตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแล็กติกท่ีคัดเลือก 
ตรวจสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคัดเลือก คือ 
TISTR1401, N25-7 และ N25-19 ในอาหารเหลว Modified MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวด 
รูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน (Inoculum size) รอยละ 1 บมในสภาวะไมมี
ออกซิเจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยตรวจสอบขนาดหยดน้ํามัน, ความเขมขนของน้ํามัน, ความเปนกรด-  
ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตน, อุณหภูมิบม และปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
4.3.1 การศึกษาขนาดหยดน้ํามันในระบบอิมัลชันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
อิมัลชันท่ีใชในการทดสอบการสราง CLA เปนอิมัลชันแบบน้ํามันในน้ํา (O/W) โดยมีน้ํา
เปนวัฏภาคภายนอกหรือเฟสตอเนื่อง (External or continuous phase) และน้ํามันเปนวัฏภาคภายใน หรือ
เฟสกระจาย (Internal or dispersed phase) ซึ่งระบบอิมัลชันนี้จะละลายไดดีในน้ํา จากการทดลอง 
เตรียมอิมัลชันใหมีหยดน้ํามันขนาดเล็กกวา 1 ไมโครเมตรโดยใชทวีน 80 (Polyoxyethylene (20) 
sorbitan monooleate) เปนสารกออิมัลชัน (Emulsifier agent) นั้นไมสามารถทําได เนื่องจากจะเกิด
การแยกชั้นระหวางน้ํากับน้ํามันอยางรวดเร็วทําใหไมสามารถลดขนาดหยดน้ํามันได การลดขนาด
หยดน้ํามันใหมีขนาดเล็กลงจะตองใชสารกออิมัลชันในปริมาณสูง เพ่ือเพ่ิมความแข็งแรงกับฟลมท่ี
ลอมรอบเม็ดไขมัน ปองกันการกลับมารวมตัวกันของเม็ดไขมัน จึงไดทดลองเตรียมอิมัลชันตามวิธี
ของ Liu et al. (2006) โดยการใชสารกออิมัลชันผสมระหวางทวีน 80 และสแปน 80 (Sorbitan 
monooleate) ซึ่งเปนสารกออมัิลชันประเภทไมมีประจุ นิยมใชในอิมัลชันแบบน้ํามันในน้ํา ซึ่งชวยให
อิมัลชันมีความคงตัวสูง และเตรียมดวยวิธี Emulsion inversion point (EIP) โดยมีหลักการคือ การ
เปลี่ยนแปลงสดัสวนของน้ําหรือน้ํามันในระบบจะทําใหเกิดการกลับวัฏภาค ทําใหไดวัฏภาคภายในท่ี
มีขนาดเล็ก ซึ่งจากการทดลองเตรียมอิมัลชันดวยวิธีดังกลาว พบวา การเตรียมอิมัลชันที่น้ํามันดอก
ทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองรอยละ 10 โดยน้ําหนัก เปนวัฏภาคภายในใหมีความคงตัวจะตองใช
สารกออิมัลชันผสมใหมีคาสัดสวนการชอบน้ําตอน้ํามัน (Hydrophilic lipophilic balance, HLB) เทากับ 
10.3 โดยเกิดจากการผสมระหวางทวีน 80 และ สแปน 80 ซึ่งมีคา HLB 15.0 และ 4.3 ตามลําดับ 
ปริมาณสารกออิมัลชันรวมรอยละ 9 โดยน้ําหนัก และเตรียมท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จะได
อิมัลชันสีขาวขุน มีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 0.83 ไมโครเมตร จะคงตัวไมเกิน 2 สัปดาหท่ีอุณหภูมิ 
หอง และเม่ือลดขนาดโดยใชเครื่องลดขนาดอนภุาคเม็ดไขมันระบบสองระดับความดัน (Homogenizer, 
15 MR-8TA, APV Gaulin, INC., U.S.A.) โดยระดับความดันท่ี 1 เทากับ 500 ปอนดตอตารางนิ้ว 
และความดันระดับที่ 2 เทากับ 5,000 ปอนดตอตารางนิ้ว จะไดอิมัลชันสีขาวขุน และมีขนาดหยด
น้ํามันเทากับ 0.64 ไมโครเมตร มีความคงตัวไมนอยกวา 1 เดือน อิมัลชันท่ีไดจากการเตรียมโดยใช
ทวีน 80 เปนสารกออิมัลชันชนิดเดียว และการใชสารกออิมัลชันผสมมีลักษณะดังรูปท่ี 4.3 และมี
ขนาดหยดน้าํมันดังแสดงในตารางท่ี 4.7 รูปท่ี 4.4 แสดงการกระจายของขนาดหยดน้ํามันของอิมัลชัน 
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ที่เตรียมได ซึ่งแสดงใหเห็นวาอิมัลชนัท่ีเตรียมจากสารกออิมัลชันผสม และผานการลดขนาดจะมีการ
กระจายของขนาดหยดน้ํามันในชวงแคบ ๆ จึงเปนผลใหอิมัลชันดังกลาวมีความคงตัว และละลายน้ํา
ไดดี  
จากนั้นนําอิมัลชนัท่ีมีขนาดหยดน้ํามันตาง ๆ มาเปนสารต้ังตนในการสราง CLA ของ
แบคทเีรยีท่ีคัดเลอืกเพ่ือทดสอบผลของขนาดหยดน้ํามันตอปริมาณการสราง CLA ซึ่งตั้งสมมตฐิานวา
ขนาดหยดน้ํามันท่ีเล็กลงจะทําใหน้ํามันละลาย และกระจายไดดีในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว เกิดการ
สัมผัสกับเซลลท่ีมีเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสไดมากขึ้น ชวยเพิ่มปริมาณการสราง CLA เตรียม
อิมัลชนัใหปลอดเชือ้โดยอิมัลชันท่ีมีหยดน้ํามัน 0.83 และ 0.64ไมโครเมตร จะกรองผานตัวกรองท่ีมี
ความละเอียด 0.45 และ 0.2 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซึ่งขนาดหยดน้ํามันจะไมมีการเปลี่ยนแปลงหลัง
ผานการกรอง ผลการทดลองพบวา ขนาดหยดน้าํมันไมมผีลตอปริมาณการสราง CLA ทางสถิติ แตมี
แนวโนมท่ีเพ่ิมขึ้นเม่ือขนาดหยดน้ํามนัเลก็ลงท้ังในน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามนัถั่วเหลอืง ดัง
แสดงในตารางท่ี 4.8 และ 4.9 นอกจากนั้นปริมาณสารกออิมลัชันท่ีมากขึ้นไมสงผลในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทเีรีย ดังนัน้จากผลของการสราง CLA ผลของความคงตัวของอิมลัชัน และการละลาย
น้ําไดดี จึงเลอืกใชอิมลัชันขนาด 0.64 ไมโครเมตร เปนสารต้ังตนสําหรับการทดสอบปจจัยอื่น ๆ ท่ีมี
ผลตอปริมาณการสราง CLA 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.3 ลักษณะอิมัลชันท่ีเตรียมได (ก) คือ อิมัลชันที่มีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 9.44 และ 10.13 
ไมโครเมตร, (ข) คืออิมัลชันท่ีมีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 0.83 ไมโครเมตร และ (ค) คือ
อิมัลชนัท่ีมีขนาดหยดน้ํามันเทากับ 0.64 ไมโครเมตร 
 
 
น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถ่ัวเหลือง 
(ก) 
(ข) (ค) 
น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถ่ัวเหลือง 
น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันถ่ัวเหลือง 
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ตารางท่ี 4.7 ขนาดหยดน้ํามนัในระบบอิมัลชันชนดิน้ํามันในน้ําทีเ่ตรียมได  
Preparation method Oil droplet diameter (d3,2 ) (µm) Sunflower oil Soybean oil 
1% (w/v) Tween 80® 10.13 9.44 
5.04% (w/v) Tween 80®+3.96% (w/v) Span 80®+Stirrer 0.83 0.83 
5.04% (w/v) Tween 80®+3.96% (w/v) Span 80®+5,000 psi 0.64 0.64 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.4 ลักษณะการกระจายของขนาดหยดน้ํามันของอิมัลชันท่ีเตรียมไดจากน้ํามันดอกทานตะวัน 
(ซาย) และน้ํามันถั่วเหลือง (ขวา) โดยที่ (ก) คืออิมัลชันท่ีเตรียมจากทวีน 80, (ข) คือ
อิมัลชัน ท่ีเตรียมจากสารกออิมัลชันผสม และ (ค) คืออิมัลชันที่เตรียมจากสารกออิมัลชัน
ผสม และผานการลดขนาดดวยเครื่องลดขนาดความดัน 5,000 ปอนดตอตารางนิ้ว
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ตารางท่ี 4.8 ผลของขนาดหยดน้ํามันดอกทานตะวันตอปรมิาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กตกิ 
Isolate code Oil droplet diameter (µm) 
Bacterial count 48 h 
(logCFU/ml) pH 48 h 
CLA content (µg/mg oil) Conversion 
(%) CLA1* CLA2** Total CLA 
N25-7 10.13 7.69 6.76±0.01 12.50±3.19a 34.91±2.07a 47.41±1.11a 4.74 
 0.83 8.46 6.63±0.00 12.07±2.21a 39.80±1.87a 51.87±0.35a 5.19 
 0.64 8.51 6.63±0.01 17.00±3.49a 45.05±17.06a 62.05±20.55a 6.21 
N25-19 10.13 8.23 6.77±0.01 15.34±3.93a 29.59±3.75a 44.93±7.67a 4.49 
 0.83 8.15 6.69±0.01 12.46±0.27a 29.77±2.85a 42.23±3.11a 4.22 
 0.64 8.18 6.68±0.01 20.16±1.55a 41.65±0.31b 61.81±1.86b 6.18 
TISTR1401 10.13 8.18 6.82±0.02 43.51±2.38a 36.77±2.57ª 80.28±4.96ª 8.03 
 0.83 8.45 6.84±0.00 41.81±0.15a 40.22±7.67ª 82.03±7.51ª 8.20 
 0.64 8.32 6.85±0.02 40.21±6.45a 36.68±7.23ª 76.88±13.67ª 7.69 
หมายเหตุ CLA1* = cis-9,trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
 CLA2** = trans-9,trans-11-18:2 
 ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันในแนวตั้งของแตละไอโซเลทแสดงถงึคาวิเคราะหท่ีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมัน่รอยละ 95 (P<0.05) 
 
 
 
 
60 
  
 
 
 
 
 
 
 61
ตารางท่ี 4.9 ผลของขนาดหยดน้ํามันถั่วเหลอืงตอปริมาณการสราง CLA ของแบคทเีรยีกรดแล็กติก  
Isolate code Oil droplet diameter (µm) 
Bacterial count 48 h 
(logCFU/ml) pH 48 h 
CLA content (µg/mg oil) Conversion 
(%) CLA1* CLA2** Total CLA 
N25-7 9.44 8.18 6.75±0.02 20.94±4.80 a 27.58±0.10a 48.52±4.90a 4.85 
 0.83 8.15 6.78±0.02 13.17±5.29 a 25.62±4.69a 38.79±9.98a 3.88 
 0.64 7.72 6.76±0.01 11.92±2.72 a 31.72±5.58a 43.64±8.30a 4.36 
N25-19 9.44 8.20 6.79±0.02 12.48±1.24 a 36.00±8.38a 48.48±9.62a 4.85 
 0.83 8.15 6.81±0.07 21.29±2.76 b 39.83±1.64a 61.13±2.64a 6.11 
 0.64 8.15 6.78±0.01 20.56±1.64 b 33.94±1.98a 54.50±0.34a 5.45 
TISTR1401 9.44 7.15 6.83±0.04 22.77±0.71 ab 24.73±0.63b 47.50±1.34ab 4.75 
 0.83 7.67 6.79±0.02 26.74±2.94 b 25.44±0.83b 52.18±3.76b 5.22 
 0.64 7.62 6.84±0.01 20.84±1.00 a 21.00±0.15a 41.83±1.15a 4.18 
หมายเหตุ CLA1* = cis-9,trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
 CLA2** = trans-9,trans-11-18:2 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งของแตละไอโซเลทแสดงถึงคาวิเคราะหที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันรอยละ 95 (P<0.05) 
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4.3.2 การศึกษาความเขมขนของน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
จากการทดสอบความเขมขนของน้ํามันท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือก 
พบวา สามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุดเมื่อมีน้ํามันดอกทานตะวัน หรือน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (รูปท่ี 4.5-4.10) ซึ่งปริมาณน้ํามันท่ีมากขึ้นไมไดมีผลในการยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรีย ซึ่งเปนขอดีของการใชน้ํามันเปนสารตั้งตนแทนการใชกรดไขมันอิสระ แตอยางไรก็ตาม
ปริมาณน้ํามันที่มากขึ้นไมไดเ พ่ิมปริมาณการสราง CLA ผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเห็นวา
ความสามารถในการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกมีขีดจํากัด ซึ่งอาจเกี่ยวของกับความจําเพาะ
ของเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรส ที่เฉพาะเจาะจงกับกรดไขมันลิโนเลอิกในรูปอิสระ ซึ่งผลการ
ทดลองท่ีไดสอดคลองกับงานวิจัยของ Kim and Liu (2002) ท่ีศึกษาการสราง CLA จากน้ํามันดอก
ทานตะวันดวย Lactococcus lactis IO-1 ในน้ํานมไขมันเต็ม ซึ่งจะสราง CLA ไดสูงเม่ือใชน้ํามันดอก
ทานตะวันเขมขน 0.1- 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร และมีการสราง CLA ลดลงเมื่อมีน้ํามันเขมขนสูงขึ้น 
แตการศึกษาของ Puniya et al. (2008) และ Puniya et al. (2009) พบวา Lactobacillus brevis 02 ท่ีแยก
ไดจากกระเพาะหมักของวัว และแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีใชเปนกลาเชื้อในการผลิตผลิตภัณฑนม คือ 
Lactobacillus casei สามารถสราง CLA ไดสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงในอาหารท่ีเตรียมจากหางนม (Skim milk 
medium) ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 2.5 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตอยางไรก็
ตามสามารถผลิต CLA ไดเพียง 10.53 และ 11.0 มิลลิกรัมตอกรัมไขมันตามลําดับ แตการใชกรด
ไขมันลิโนเลอิกอิสระเปนสารตั้งตนในการผลิต CLA นั้น ความเขมขนของสารต้ังตนจะมีผลอยางย่ิงตอ
การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติก เนื่องจากแบคทีเรียจะถูกยับยั้งการเจริญดวยกรดไขมันลิโนเลอิกท่ี
มากเกินไป เชน การศึกษาของ Alonso, Cuesta, and Gilliland (2003) ท่ีพบวา Lactobacillus acidophilus 
L1 จะผลิต CLA ไดสูงที่สุดเมื่อมีกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แตมีปริมาณ
การสราง CLA ลดลงเม่ือมีกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขนมากขึ้น เนื่องจากมีปริมาณการเจริญของ
แบคทีเรียลดลง การยับยั้งการเจริญของกรดไขมันลิโนเลอิกยังพบในการศึกษาแบคทีเรียกลุ ม 
propionibacteria (Jiang, Björck, and Fondén, 1998) ซึ่งสราง CLA ไดสูงเมื่อมี       กรดไขมันลิโนเล
อิกเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อมีความเขมขนสูงขึ้นจะมีปริมาณเซลลท่ีมีชีวิต และการ
สราง CLA ลดลงเชนเดียวกัน แตมีแบคทีเรีย กรดแล็กติกบางสายพันธุท่ีสามารถทน   กรดไขมันลิ
โนเลอิกไดสูง เชน Lactobacillus acidophilus ADH และ Lactobacillus acidophilus AKU 1137 ท่ี
สราง CLA ไดสูงจากกรดไขมันลโินเลอิกเขมขน 1.0 และ 5.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Xu et 
al., 2008; Ogawa et al., 2001) 
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รูปท่ี 4.5 ผลของความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA  
               ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท N25-7 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.6 ผลของความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลอืงตอการเจรญิ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยี
กรดแล็กติกไอโซเลท N25-7 
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รูปท่ี 4.7 ผลของความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของ 
แบคทีเรยีกรดแลก็ตกิไอโซเลท N25-19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.8 ผลของความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลอืงตอการเจรญิ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยี 
กรดแล็กติกไอโซเลท N25-19 
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รูปท่ี 4.9 ผลของความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของ
แบคทีเรยีกรดแลก็ตกิสายพันธุ TISTR1401 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.10 ผลของความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยี 
กรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 
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นอกจากขอมูลของความเขมขนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA แลว ผลการทดลองนี้ยังแสดง
ใหเห็นวาการใชน้ํามันตางชนิดกันมีผลตอปริมาณการสราง CLA1 และ CLA2 คือ การใชน้ํามันดอก
ทานตะวันเปนสารต้ังตนจะทําใหมีการสราง CLA2 มากกวา CLA1 สวนการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปน
สารต้ังตนจะทําใหมีการสราง CLA1 มากกวา CLA2 ซึ่งพบลักษณะการสรางแบบนี้ท้ังในแบคทีเรีย 
TISTR1401 และ N25-7 ดังนั้นหากตองการผลิต CLA1 ซึ่งเปนไอโซเมอรท่ีมีประโยชนปริมาณสูง
ดวยแบคทีเรียนั้นจําเปนตองมีการศึกษาชนิดของน้ํามันที่เหมาะสมเพ่ือการผลิต CLA1 ดวย 
4.3.3 การศึกษาคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA 
ทดสอบปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกโดยใชน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่มีขนาดหยดน้ํามัน 0.64 ไมโครเมตร เพียงชนิดเดียวเปนสารตั้งตน เนื่องจาก    
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม มีความเปนไปไดวาจะขึ้นอยูกับกิจกรรมของ
เอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสเปนสําคัญ ไมไดขึ้นอยูกับชนิดของน้ํามัน ดังนั้นจึงใชน้ํามันดอก
ทานตะวันเปนสารต้ังตนในการทดสอบ ทําการทดสอบโดยปรับใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความเปน
กรด-ดางเริ่มตนเทากบั 6.0, 6.5, 6.8, 7.0, 7.5, 8.0 และ 8.5±0.2 พบวา การสราง CLA จะมีปริมาณมาก
เม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเปนกลางคือท่ี 6.8-7.0 แตจะมีปริมาณการสรางจะ
ลดลง เม่ืออาหารเลี้ยงเชือ้มีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนท่ีเปนดางเพ่ิมมากขึ้น (รูปท่ี 4.11-4.13) ซึ่งอาจ
เกี่ยวของกับระบบการทํางานของเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสที่ทํางานไดดีท่ีคาความเปน กรด-
ดางดังกลาว แตอยางไรก็ตามการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่เปนดางเล็กนอยจะสงผลใหเกิดการสราง CLA 
ไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 (CLA2) ลดลง แตไมมีผลตอปริมาณการสราง CLA ไอโซเมอร cis-9, 
trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 (CLA1) ซึ่งลักษณะการสรางดังกลาวจะพบไดทุกแบคทีเรีย
ที่ทดสอบดังแสดงในรูปท่ี 4.11-4.13 ดังนั้นคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเ ร่ิมตนท่ี
เหมาะสมตอการสราง CLA แตละสายพันธุท่ีพิจารณาจากปริมาณ CLA ท้ังหมด และปริมาณ CLA1 
เปนหลัก คือ 7.0, 7.5 และ 7.0 สําหรับแบคทีเรีย N25-7, N25-19 และ TISTR1401 ตามลําดับ ซึ่งผล
การทดลองท่ีไดแตกตางจาก Dong and Qi (2006) ท่ีศึกษาการสราง CLA จากน้ํามันอัลฟาลฟาดวย 
Lactobacillus acidophilus 1.1854 ในน้ํานมไขมันเต็ม คาความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมคือ 6.4 ซึ่ง
เปนกรดเล็กนอย ท้ังนี้เนื่องจากแบคทีเรียท่ีทดสอบนั้นเปนสายพันธุท่ีแตกตาง ความจําเพาะของคา
ความเปนกรด-ดางของเอนไซมท่ีผลิตขึ้นจึงแตกตางกัน 
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รูปท่ี 4.11 ผลของคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA 
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท N25-7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.12 ผลของคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA 
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท N25-19 
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รูปท่ี 4.13 ผลของคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA 
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 
 
4.3.4 การศึกษาอุณหภูมิบมท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
ศกึษาอณุหภูมิบมท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA โดยควบคุมคาความเปนกรด-ดางของอาหาร 
เลีย้งเชือ้เริ่มตนที่ 7.0±0.2 และใชน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร ขนาดหยด
น้ํามัน 0.64 ไมโครเมตร เปนสารต้ังตนเพียงชนิดเดียว เนือ่งจากอณุหภูมิบมท่ีเหมาะสมนาจะจําเพาะ
กับการทํางานของเอนไซมลโินเลเอทไอโซเมอรเรส ทําการศกึษาท่ีอณุหภูมิ 25, 30, 35, 37 และ 40 
องศาเซลเซยีส โดยบมในโถท่ีมีสารดักจับออกซิเจน พบวา อุณหภูมิบมมผีลตอปริมาณการสราง CLA 
ของแบคทีเรียท่ีทดสอบ และอุณหภูมิบมทีเ่หมาะสมตอการสราง CLA นั้นจะจําเพาะกับสายพันธุ ของ
แบคทเีรยี โดยท่ีไอโซเลท N25-7, N25-19 และสายพันธุ TISTR1401 จะสราง CLA ไดสูงที่อณุหภูมิ
บม 30, 37 และ 30 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.14, 4.15 และ 4.16 ตามลําดับ แตอยางไรกต็ามสําหรับ
แบคทีเรยีสายพันธุ TISTR1401 การบมท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จะทําใหมีการสราง CLA2 (trans-
9, trans-11-18:2) ไดนอยกวาท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และมี
ปริมาณ CLA1 มากกวา ดังนั้นอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส จึงเปนอณุหภูมิทีเ่หมาะสมในการสราง 
CLA สําหรับแบคทีเรียสายพันธุ TISTR1401  
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รูปท่ี 4.14 ผลของอุณหภูมติอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลท 
N25-7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.15 ผลของอุณหภูมิตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ตกิไอโซเลท 
N25-19 
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รูปท่ี 4.16 ผลของอุณหภูมิตอการเจริญ และปริมาณการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแล็กติกสายพันธุ 
TISTR1401 
 
4.3.5 การศึกษาปริมาณกลาเชือ้เริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA  
ศึกษาปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนที่เหมาะสมตอการสราง CLA จะควบคุมปจจัยการเจริญคือ คา
ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตนเทากับ 7.0±0.2 อุณหภูมิบม 35 องศาเซลเซียส และใช
น้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทดสอบท่ีปริมาณกลาเชื้อรอยละ 1, 2, 3, 4, 5, 
7 และ 9 โดยปริมาตร ซึ่งกลาเชื้อท่ีใชนั้นจะมีเซลลอยูประมาณ 106-108 เซลลตอมิลลิลิตร พบวา การ
เพ่ิมปริมาณกลาเชื้อเ ร่ิมตนท่ีมากเกินไปไมไดสงผลใหเกิดการสราง CLA มากขึ้น เม่ือพิจารณา
ปริมาณ CLA ท้ังหมด รวมกับปริมาณ CLA1 และ CLA2 ท่ีเชื้อผลิตขึ้น จะไดวาปริมาณกลาเชื้อ
เ ร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการสราง CLA ของแบคทีเรียไอโซเลท N25-7, N25-19 และสายพันธุ 
TISTR1401 คือปริมาณรอยละ 5, 4 และ 2 ตามลําดับ (รูปที่ 4.17-4.19) แตอยางไรก็ตามผลการ
ทดลองที่ไดแตกตางจากการศกึษาการผลติ CLA จากน้ํามันเมล็ดอัลฟาลฟาท่ีความเขมขนรอยละ 0.05 
ในน้ํานมไขมันเต็มดวย Lactobacillus acidophilus 1.1854 พบวา การเพิ่มปริมาณกลาเชื้อเ ร่ิมตน
มากกวารอยละ 2.5 จะพบปริมาณการสรางลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยไดอธิบายวา ปริมาณ
เซลลเริ่มตนที่มากพอ จะชวยลดผลที่เกิดจากการยับยั้งการเจริญเนื่องจากกรดไขมันลิโนเลอิก ได แต
การใชปริมาณเซลลเริ่มตนมากเกนิพอจะทําใหเกิดภาวะท่ีมีสารอาหารอยางจํากัด ทําใหเชื้อมีกิจกรรม
ลดลงเปนผลใหมีปริมาณการสราง CLA ลดลง (Dong and Qi, 2006)  
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รูปท่ี 4.17 ผลของปริมาณกลาเชือ้เริ่มตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA ของแบคทเีรียกรดแลก็ตกิ 
ไอโซเลท N25-7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.18 ผลของปริมาณกลาเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
ไอโซเลท N25-19 
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รูปท่ี 4.19 ผลของปริมาณกลาเชือ้เร่ิมตนตอปริมาณการสรางไอโซเมอร CLA ของแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
สายพันธุ TISTR1401 
 
4.4 ทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่อยูในรูปเซลลที่ถูกตรึงดวย      
คารราจีแนน 
 คารราจีแนนเปนสารโพลีแซคคาไรดที่สกัดไดจากสาหรายทะเล ประกอบดวย ß-D-
galactose sulfate และ 3,6-anhydro- α -D-galactose ในการทดลองนี้ใชชนิด kappa carrageenan ซึ่ง
จะไดเจลท่ีมีลักษณะแขง็แรงกวาคารราจีแนนชนดิอืน่ การตรึงเซลลดวยคารราจีแนนมีขอดีคือ วิธีการ
ตรึงเซลลสามารถทําไดงาย สะดวก รวดเร็ว และปลอดภัย เนื่องจากคารราจีแนนไดรับการยอมรับให
ใชเปนวัตถุเจือปนในอาหาร และการตรึงไมมีการใชสารเคมีอื่นท่ีเปนพิษ จึงไมทําใหเกิดความ
เสียหายตอเซลลและเอนไซม สามารถเตรียมเจลรูปรางตาง ๆ กันไดหลายแบบใหเหมาะสมตอสภาพ
การใชงาน และเจลท่ีไดสามารถละลายในน้ําเกลือจึงสามารถศึกษาการเจริญของจุลินทรียภายในเจล 
หลังการตรึงเซลลได นอกจากนั้นในอาหาร Modified MRS ท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อมีองคประกอบแคท
ไอออนของแมกนีเซียม และโพแทสเซียม ไมสามารถใชแคลเซียมอัลจิเนทในการตรึงเซลลได 
เนื่องจากแคทไอออนดังกลาวสามารถเขาไปแทนท่ีแคลเซยีมไอออนทําใหเจลไมคงตัว เกิดการละลาย
และเซลลรั่วออกมาได แตจะไมมีผลกระทบตอเจลที่เกิดจากคารราจีแนน ด้ังนั้นดวยขอดีท่ีกลาวมาจึง
เลือกใชคารราจีแนนในการตรึงเซลล  
 เม่ือนําคารราจีแนนมาตรึงเซลลแบคทีเรียแบบหอหุม (Encapsulation) แลวนํามาทดสอบ
การสราง CLA ในอาหารเหลว Modified MRS ที่มีน้ํามันดอกทานตะวันเขม 0.1 มิลลิกรัมตอ
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มิลลิลิตร พบวาการตรึงเซลลไมชวยใหแบคทีเรียมีการสราง CLA มากกวาการใชเซลลในรูปอิสระ 
(ตารางท่ี 4.10) ซึ่งเปนไดวาเม่ือแบคทีเรียสราง CLA ขึ้นมาอาจคงอยูในโครงสรางของเจล ละลาย
ออกมาอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อไดนอย หรือ ซับเสตรทเขาไปสัมผัสกับตัวเซลลไดนอยลง จึงทําใหการ
ใชเซลลในรูปอิสระสามารถผลิต และสะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อไดดีกวา ซึ่งผลการทดลองดังกลาว
ขัดแยงกับผลการทดลองของ Lee, Hong, and Oh (2003) ท่ีศึกษาการเพ่ิมปริมาณการผลิต CLA จาก
กรดไขมันลิโนเลอิกโดยการตรึงเซลล Lactobacillus reuteri ดวยซิลิกาเจล พบวาการตรึงเซลลจะทํา
ใหมีปริมาณการสราง CLA มากกวาการใชเซลลอิสระถึง 5.5 เทา และ Lin, Hung, and Cheng (2005) 
ที่ทดสอบการสราง CLA โดยการใชเซลลตรึงรูปดวยโพลีอะคริลาไมด (Polyacrylamide) และไคโทแซน 
(Chitosan) ของแบคทีเรีย Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus และ Lactobacillus acidophilus 
ซึ่งจะสามารถสราง CLA ไดปริมาณมากกวาเซลลอิสระ 
 
ตารางท่ี 4.10 ผลการทดสอบการสราง CLA ของแบคท่ีเรียกรดแลก็ติก 3 สายพันธุทีอ่ยูในรูปตรึงเซลล
เปรียบเทียบกับเซลลที่อยูในรูปอสิระ 
Isolate code pH at 48 h CLA content (µg/mg oil) CLA1* CLA2* Total 
Immobilized cells     
N25-7 6.69±0.05 7.76±0.21 12.78±0.54 20.53±0.41 
N25-19 6.67±0.00 7.27±1.04 12.18±1.09 19.46±2.09 
TISTR1401 6.63±0.02 7.06±2.06 12.71±2.05 19.77±4.11 
Free cells     
N25-7 6.87±0.02 9.14±1.03 13.85±0.54 22.99±1.55 
N25-19 6.91±0.01 9.62±1.03 14.29±4.55 23.92±5.58 
TISTR1401 6.92±0.02 7.70±0.80 13.50±1.40 21.19±2.20 
 
4.5 การทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกแบบกลาเชื้อผสม  
 ทดสอบการสราง CLA โดยใชกลาเชื้อผสม เพื่อใหเกิดการแขงขัน และ/หรือสงเสริมการ 
สราง CLA ระหวางเชื้อ เปรียบเทียบปริมาณการสรางกับการใชเชือ้เด่ียว ซึ่งจากการทดสอบปจจัยการ
เจริญ และความเขมขนของน้ํามันตอการสราง CLA พบวา แบคทีเรียกรดแล็กติกที่ทดสอบจะสราง 
CLA ที่เหมาะสมท่ีคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มตนอยูในชวง 7.0-7.5±0.2 และ
อุณหภูมิบม 30-37 องศาเซลเซียส มีน้ํามันเขมขน 0.1มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดังนั้นจึงไดควบคุมปจจัย
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ตาง ๆ ใหอยูในชวงท่ีเหมาะสมสําหรับการสราง CLA ของแบคทีเรียแตละสายพันธุ เพ่ือนํามา ใชใน
การทดสอบการสราง CLA แบบกลาเชื้อผสม โดยกําหนดใหอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS 
เร่ิมตนมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0±0.2 บมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และมีน้ํามันดอก
ทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนท่ีเหมาะสมของแตละ
แบคทีเรีย คือ รอยละ 5, 4 และ 2 โดยปริมาตรของ N25-7, N25-19 และ TISTR1401 ตามลําดับ 
เนื่องจากปริมาณการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันไปเปน CLA (Conversion) จากการทดลองท่ีผานมาคอน 
ขางต่ํา ซึ่งแสดงใหเห็นวายังมีกรดไขมันลิโนเลอิกเหลืออยูมากเกินพอ หลังจากการทดสอบพบวา 
การใชกลาเชื้อผสมท่ีเหมาะสมจะสงเสริมใหเกิดการสราง CLA มากกวาการใชกลาเชื้อเด่ียว คือการ
ผสมกลาเชื้อระหวาง N25-19 และ TISTR1401 ที่จะทําใหได CLA รวมสูงท่ีสุด 42.11 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนรอยละการเปลี่ยนรูป 4.21 โดยมี CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 17.16 และ 
24.95 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 สวนการผสมกลาเชื้อระหวาง N25-7 และ N25-19, N25-7 
และ TISTR1401 หรือ การผสมระหวางกลาเชื้อ N25-7, N25-19 และ TISTR1401 ไมมีผลในการเพ่ิม
ปริมาณการสราง CLA เม่ือเทียบกับการใชกลาเชื้อเด่ียว ซึ่งมีความเปนไปไดวาไมเกิดลักษณะการ
สงเสริมหรือการแขงขันการสราง CLA ของแตละเชื้อ สําหรับการใชกลาเชื้อเดี่ยวพบวาแบคทีเรีย 
TISTR1401 สราง CLA ไดสูงท่ีสุด เมื่อเทียบเฉพาะกลุมการใชกลาเชื้อเด่ียว สามารถสราง CLA ได
ปริมาณ 36.87 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 15.45 และ 
21.42 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ 
 
4.6 ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชดุ (Batch fermentation) ในระดบัหอง 
ปฏิบัตกิาร 
 ศึกษาการผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชุด (Batch fermentation) โดยนําแบคทีเรีย
กรดแล็กติกสายพันธุ N25-7, N25-19 และ TISTR1401 มาทดสอบเพ่ือติดตามปริมาณการสราง CLA 
จากน้ํามันดอกทานตะวันที่ระยะเวลาตาง ๆ ซึ่งจะทําใหไดขอมูลระยะเวลาในการบมท่ีเกิดการสะสม
ของ CLA สูงท่ีสุด โดยเลี้ยงใหเชือ้เจริญในสภาวะปดไมมีการถายเทของอากาศเพ่ือลดปริมาณออกซเิจน 
ในระบบ ดวยอาหารเหลว Modified MRS ปริมาตร 5 ลิตร ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 
มิลลิกรัมตอมิลลิตร ขนาดหยดน้ํามัน 0.64 ไมโครเมตร ใชกลาเชื้ออายุ 18-20 ชั่วโมง ท่ีเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว MRS ท่ีเสริมกรดไขมันลิโนเลอิก ซึ่งมีความเขมขนของเซลลประมาณ 106-108 เซลลตอ
มิลลิลิตร ปริมาณรอยละ 5, 4 และ 2 โดยปริมาตร (Inoculum size) ตามลําดับ ควบคุมความเปนกรด-
ดางของอาหารท่ี 7.0 ,7.5 และ 7.0±0.2 ตามลําดับ ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก และสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 35, 37 และ 35 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
และกวนดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที ตลอดการเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง  
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ตารางท่ี 4.11 ปริมาณการสราง CLA จากการใชกลาเชื้อผสมเปรียบเทียบกับการใชกลาเชื้อเด่ียว   
Isolate code Bacterial count at 48 h (logCFU/ml) pH at 48 h 
CLA content (µg/mg oil) Conversion 
(%) CLA1* CLA2** Total 
N25-7 8.18 6.40±0.03 10.71±1.32 18.17±1.62 28.88±2.94 2.89 
N25-19 8.00 6.54±0.01 14.78±0.80 21.23±0.20 36.01±1.00 3.60 
TISTR1401 7.95 6.63±0.00 15.45±0.16 21.42±0.92 36.87±1.08 3.69 
N25-7+ N25-19 7.51 6.30±0.04 15.44±0.12 22.49±0.83 37.93±0.95 3.79 
N25-7+ TISTR1401 7.61 6.50±0.00 13.85±0.29 22.44±0.21 36.29±0.07 3.63 
N25-19+ TISTR1401 7.85 6.43±0.02 17.16±1.08 24.95±0.34 42.11±0.74 4.21 
N25-7+ N25-19+ TISTR1401 7.40 6.28±0.02 16.16±0.12 23.76±0.55 39.92±0.68 3.99 
หมายเหตุ CLA1* = cis-9, trans-11-18:2 + trans-10, cis-12-18:2 
 CLA2** = trans-9, trans-11-18:2 
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 4.6.1 การผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชุด โดยใชกลาเช้ือเดี่ยว 
จากท่ีไดเลี้ยงแบคทีเรีย TISTR1401 ในอาหารท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน (รูปท่ี 4.20) พบวา 
แบคทีเรียเร่ิมมีการสราง CLA ตั้งแต 2 ชั่วโมงแรกของการบม เนื่องจากใชเชื้อที่มีอายุในระยะ Late log 
phase ซึ่งจะเปนอายุท่ีมีการสราง CLA อยางรวดเร็ว และทนตอความเปนพิษของกรดไขมันลิโนเลอิก 
ได (Kim and Liu, 2002) จากนั้นเชื้อจะเจริญเขาสูระยะคงท่ี (Stationary phase) ท่ี 4 ชั่วโมงแรกของ
การบม เนื่องจากอาหารท่ีใชในการเลี้ยงมีสารอาหารอยางจํากัด จึงมีการเจริญในระยะเพิ่มจํานวน 
(Log phase) ท่ีสั้นและเขาสูระยะคงท่ีคอนขางเรว็ เม่ือบมเปนระยะเวลานาน 24 ชั่วโมง  จะเกิดการสะสม 
ของ CLA สูงท่ีสุด 69.95 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันเปน CLA 
รอยละ 7.0 ซึ่งประกอบไปดวย CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 33.51 และ 36.44 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม
น้ํามัน หรือคิดเปนรอยละ 47.91 และ 52.09 ของ CLA ท้ังหมด ตามลําดับ และเม่ือระยะเวลาการบม
มากขึ้นปริมาณ CLA สะสมเริ่มคงที่ และมีจํานวนเซลลที่มีชีวิตลดลง จึงเปนไปไดวาจะไมมีการสราง 
CLA เพ่ิมขึ้นเมื่อเชื้อไมมีการเจริญ หรือมีอัตราการตายมากกวาการเจริญ (Death phase) 
จากผลการทดลองท่ีผานมาทําใหทราบวาแบคทีเรีย TISTR1401 มีศักยภาพในการสราง CLA 
สูงกวาแบคทีเรียสายพันธุ N25-7 และ N25-19 ดังนั้นจึงไดทดลองเลี้ยงแบคทีเรีย TISTR1401 ในอาหาร
ที่มีน้ํามันถั่วเหลือง โดยควบคุมสภาวะการเลี้ยงเหมือนกัน จะพบลักษณะการเจริญเชนเดียวกับการเลี้ยง
ในอาหารท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.21 คือ จะมีระยะเพ่ิมจํานวนที่สั้น และจะเขาสู
ระยะคงท่ีท่ี 4 ชั่วโมงแรกของการบม และมีการสราง CLA เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วภายใน 2 ชั่วโมงแรก
ของการบม การสะสม CLA จะมีมากท่ีสุดเม่ือบมนาน 48 ชั่วโมง ปริมาณ 61.28 ไมโครกรัม ตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันเปน CLA รอยละ 6.13 ประกอบดวย CLA1 และ 
CLA2 ปริมาณ 34.51 และ 26.77 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนรอยละ 56.32  และ
43.68 ตามลําดับ และไมมีการสราง CLA หลังจากบมนาน 48 ชั่วโมง ขอดีท่ีเกิดขึ้นเม่ือเลี้ยงเชื้อในถัง
หมักท่ีมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และมีการกวนเพ่ือใหเกิดการสัมผัสระหวางเซลล
กับสับเสตรทไดมากขึน้นั้นคือจะทําใหเชือ้เกดิการสราง CLA1 ไดมากกวา CLA2 ซึ่งแตกตางจากการ
เลี้ยงในขวดทดลองท่ีจะไมมีการปนกวนมีการผลิต CLA2 มากกวา CLA1 เสมอ  
จากท่ีไดเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ N25-7 ในอาหารท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวัน (รูปท่ี 4.22) 
พบวา แบคทีเรียเร่ิมการสราง CLA ต้ังแต 3 ชั่วโมงแรกของการบม โดยจะมีปริมาณการสราง CLA
เพ่ิมมากขึ้นตามปริมาณเซลลท่ีเจริญเพ่ิมมากขึ้น และหลังจากชั่วโมงที่ 9 ปริมาณ CLA สะสมเร่ิมมี
ปริมาณคงท่ี ซึ่งในชั่วโมงท่ี 60 ของการบมมีปริมาณการสะสม CLA สูงสุด 21.67 ไมโครกรัมตอ
มิลลิกรัมน้ํามัน แบงเปน CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 7.60 และ 14.07 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน 
ตามลําดับ สวนการทดสอบการสราง CLA ของแบคทีเรียสายพันธุ N25-19 ในถังหมักท่ีมีน้ํามันดอก
ทานตะวันเปนสารต้ังตน (รูปที่ 4.23) พบวา ในชวง 3-6 ชั่วโมงแรกของการบมมีการสราง CLA1 
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เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็ว หลังจากนั้นอัตราการสราง CLA ทั้งหมดจะเริ่มคงท่ี โดยจะมีการสะสม CLA 
สูงสุดท่ีเวลา 60 ชั่วโมงของการบมมีปริมาณการสะสม CLA สูงสุด 16.60 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม
น้ํามัน แบงเปน CLA1 และ CLA2 ปริมาณ 5.22 และ 11.38 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน ตามลําดับ 
ซึ่งจากการทดลองในถังหมักแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ TISTR1401 มีศักยภาพสูงในการ
สราง CLA ท้ังจากน้ํามันดอกทานตะวันและน้ํามันถั่วเหลือง  
4.6.2 การผลิต CLA ในระบบถังหมักแบบเปนชดุ โดยใชกลาเช้ือผสม 
 จากการทดลองการใชกลาเชือ้ผสมในหลอดทดลอง (ขอ 4.5) พบวาการผสมกลาเชือ้ระหวาง 
N25-19 และ TISTR1401 จะทําใหเกิดการสราง CLA มากท่ีสดุ จึงไดนํากลาเชือ้ผสมดังกลาวมา
ทดสอบการผลิต CLA ในระบบถังหมักท่ีมีอาหารเลี้ยงเชือ้ Modified MRS ปริมาตร 5 ลิตร ท่ีมีน้ํามัน
ดอกทานตะวัน หรือ น้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร โดยใชปริมาณกลาเชื้อเริ่มตน
รอยละ 4 และ 2 โดยปริมาตร ของ N25-19 และ TISTR1401 ตามลําดับ ควบคุมคาความเปนกรด-ดาง
ที่ 7.0±0.2 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที พบวาการใชกลา
เชือ้ผสมจะทําใหมีอัตราการสราง CLA เร็วกวาการเชื้อเดีย่ว โดยในชั่วโมงท่ี 12 และ 36 จะมีการ
สะสม CLA สูงท่ีสุดสําหรับการใชน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถั่วเหลอืง ตามลําดับ ดังแสดงใน
รูปท่ี 4.24 และ 4.25 แตอยางไรก็ตามเม่ือเลี้ยงกลาเชื้อผสมในระบบถังหมักกลับทําใหมีการสราง 
CLA ไดนอยกวาการใชเชือ้เดี่ยว โดยเฉพาะอยางย่ิงสายพันธุ TISTR1401 ซึ่งกลาเชื้อผสมสามารถ
ผลิต CLA ไดสูงสุดเพียง 29.34 ไมโครกรัมตอมลิลกิรัมน้ํามันดอกทานตะวัน และ 25.42 ไมโครกรัม
ตอมิลลกิรัมน้ํามันถั่วเหลอืง ดังนั้นการใชกลาเชือ้ผสมไมเหมาะท่ีจะนําไปใชการผลิต CLA ในระดับ
การผลติท่ีใหญขึ้น 
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รูปท่ี 4.20 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 
ท่ีระยะเวลาตาง ๆ  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ที่มีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.21 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรยีกรดแล็กติกสายพันธุ TISTR1401 
ที่ระยะเวลาตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.22 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ N25-7 ท่ี
ระยะเวลาตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.23 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ N25-19 ท่ี
ระยะเวลาตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified MRS ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 
0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.24 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกกลาเชื้อผสมระหวาง
สายพันธุ N2519 กับ TISTR1401 ท่ีระยะเวลาตาง ๆ  ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Modified MRS 
ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.25 ปริมาณการเจริญเติบโต และการสราง CLA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกกลาเชื้อผสมระหวาง
สายพันธุ N2519 กับ TISTR1401 ท่ีระยะเวลาตาง ๆ  ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Modified MRS 
ท่ีมีน้ํามันถั่วเหลืองเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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การที่แบคทีเรียกรดแล็กติกมีการสราง CLA จากน้ํามันคอนขางตํ่าเมื่อเทียบกับการผลิตโดยใช
กรดไขมันโนเลอิกในรูปอิสระในงานวิจัยท่ีผานมา เนื่องจากความจําเพาะของเอนไซมลิโนเลเอท  
ไอโซเมอรเรสท่ีแบคทีเรียกรดแล็กติกสรางขึ้นเปนหลัก ท่ีเฉพาะเจาะจงกับกรดไขมันลิโนเลอิกที่มี
หมูคารบอกซิลอิสระ (Free carboxyl group) (Kepler, Tucker, and Tove, 1970, quoted in Khanal and 
Dhiman, 2004) แตกรดไขมันลิโนเลอิกที่อยูในน้ํามันจะอยูในรูปไทร-, ได- หรือโมโนกลีเซอรไรด ซึ่ง
หมูคารบอกซิลจะทําพันธะอยูกับกลีเซอรอล ทําใหเอนไซมไมสามารถเขาทําปฏิกิริยาท่ีบริเวณหมู 
คารบอกซิลได กิจกรรมของเอนไซมจึงลดลงสงผลใหมีการสราง CLA ไดนอยกวาการใชกรดไขมัน       
ลิโนเลอิกในรูปอิสระ แตอยางไรก็ตามปริมาณ CLA ท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อในถังหมักคือ 69.95 
มิลลิกรัมกรัมตอกรัมน้ํามันดอกทานตะวัน และ 61.28 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันถั่วเหลืองเปนปริมาณท่ี
มากกวาการศึกษาการผลิต CLA จากน้ํามันโดยเฉพาะอยางยิ่งน้ํามันดอกทานตะวันดวยแบคทีเรีย
กรดแล็กติกในงานวิจัยท่ีตีพิมพในวารสารวิชาการท่ีผานมาถึง 5.6-6.6 เทา ดังแสดงในตารางท่ี 4.12 
คือ การศึกษาของ Puniya et al. (2008) พบวา Lactobacillus brevis 02 ท่ีแยกไดจากกระเพาะหมักของ
วัวสามารถสราง CLA ไดสูงท่ีสุด 10.53 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีเตรียมจาก   
หางนม (Skim milk medium) ท่ีมีน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระยะเวลาใน
การบมนาน 12 ชั่วโมง การศึกษาของ Puniya et al. (2009) พบวา Lactobacillus casei สามารถสราง 
CLA ไดสูงท่ีสุด 11.0 มิลลิกรัมตอกรัมไขมัน จากน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงใน Skim milk medium นาน 12 ชั่วโมง และ Kim and Liu (2002) ศึกษาการผลิต 
CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันของ Lactococcus lactis IO-1 พบปริมาณการผลิตสูงสุด 11.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิกรัมไขมัน จากน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
นอกจากนี้มีการศึกษาการผลิต CLA จากน้ํามันดอกทานตะวันดวยแบคทีเรียกลุมอื่น คือ 
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii ซึ่งพบวาจะผลิต CLA ไดสูงท่ีสุด 78.8 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร จากน้ํามันดอกทานตะวันเขมขน 12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือคิดเปนความเขมขนเพียง 
6.57 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามัน เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว MRS นาน 36 ชั่วโมง (Wang, Lv, Chu, Cui, and 
Ren, 2007) สวนการศึกษาการผลิต CLA จากน้ํามันเมล็ดละหุง ซึ่งมีกรดไขมันไรซิโนเลอิกสูงดวย
แบคทีเรียกรดแล็กติก พบวา Lactobacillus plantarum AKU 1009a จะผลิต CLA ไดเพียง 2.5 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันละหุง แตเม่ือเติมเอนไซมไลเปสลงไปในระบบจะทําใหเกิดการสราง CLA ได
ถึง 285 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันละหุง ประกอบดวย  cis-9, trans-11-18:2 ปริมาณ 47.5 มิลลิกรัมตอ
กรัมน้ํามัน และ trans-9, trans-11-18:2 ปริมาณสูงถึง 237.5 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามัน (Kishino et al., 
2002) นอกจากนั้น Lactobacillus plantarum JCM 1551 สามารถผลิต CLA จากน้ํามันละหุงท่ีมีการ
เติมเอนไซมไลเปส (Lipase M “Amano” 10) ไดสูงถึง 250 มิลลิกรัมตอกรัมน้าํมัน หรือคิดเปนรอยละ 
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25 ซึ่งมีปริมาณ cis-9, trans-11-18:2 ประมาณรอยละ 46.67 และ trans-9, trans-11-18:2 รอยละ 
53.33 (Ando et al., 2004) 
 
ตารางท่ี 4.12 เปรียบเทียบปริมาณการสราง CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงของแบคทีเรีย
แตละชนดิ 
Species Substrate CLA content (mg/g oil) Reference 
Lactococcus lactis TISTR1401 Sunflower oil 69.95 This research Soybean oil 61.28 
Lactobacillus brevis 02 Sunflower oil 10.53 Puniya et al. (2008) 
Lactobacillus casei Sunflower oil 11 Puniya et al. (2009) 
Lactococcus lactis IO-1 Sunflower oil 11 Kim and Liu (2002) 
Propionibacterium 
 freudenreichii ssp. shermanii Sunflower oil 6.57 Wang et al. (2007) 
Lactobacillus plantarum  
AKU 1009a 
Castor oil 2.50 Kishino et al. (2002) Castor oil+lipase 285 
Lactobacillus plantarum  
JCM 1551 Castor oil+lipase 250 Ando et al. (2004) 
 
การศึกษาทั้งหมดที่ไดกลาวมานี้เปนการศึกษาการผลิต CLA ในขวดทดลองซึ่งขาดการควบคุม 
ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ และไมมีการปนกวนทําใหลดการสัมผัสของเซลลกับสับเสตรท 
จึงเปนขอดอยท่ีทําใหไดปริมาณการผลิต CLA ตํ่ากวา ดังนั้นกระบวนการผลิต CLA ในงานวิจัยนี้จึง
มีขอไดเปรียบที่ทําใหไดปริมาณการผลติ CLA สูงกวาคือ 1) ไดแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีศกัยภาพในการ
สราง CLA จากน้ํามันพืชโดยตรง 2) องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมท่ีมีผลในการบังคับ
ใหเกิดการสราง CLA สูงขึ้น 3) การเตรียมน้ํามันใหเปนอิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ําทําใหน้ํามันละลาย
ไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และมีความคงตัวสูงมากขึ้นไมเกิดการแยกชั้นของน้ํามันกับอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ทําใหน้ํามันสัมผัสกับเซลลซึ่งชวยใหเอนไซมจับและทําปฏิกิริยากับสับเสตรทไดดีขึ้น และ 
4) การเลี้ยงเชื้อในระบบถังหมักท่ีมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเปนการ
ปรับใหมีสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสตลอดการผลิต และ
ยังมีการปนกวนทําใหเซลลสัมผัสกับสับเสตรทตลอดเวลา เปนผลรวมใหเกิดสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การสราง CLA สูงได นอกจากนั้นการผลิต CLA ดวยแบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบถังหมักยัง
  
 
 
 
 
 
 
 83
สามารถทําไดในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากไมจําเปนตองควบคุมใหสภาวะในถังหมักเปนแบบไร
ออกซิเจน แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีออกซิเจน และมีขอมูลรายงานชัดเจน
วาปริมาณออกซิเจนไมสงผลตอปริมาณการสราง CLA ท้ังหมด แตการเลี้ยงในสภาวะ Aerobic จะ
สงผลใหมีการสรางไอโซเมอร cis-9, trans-11-18:2 สูงกวา และมีการสรางไอโซเมอร trans-9, 
trans-11-18:2 ตํ่ากวาการเลี้ยงในสภาวะ Microaerobic และ Anaerobic ดวย (Macouzet, Lee, and 
Robert, 2009) 
แตอยางไรก็ตามผลการผลิต CLA ในงานวิจัยนี้ยังมีขอดอยคือจะไดปริมาณ CLA2 สูงซึ่งเปน 
CLA ไอโซเมอรท่ีไมตองการใหเกิดขึ้นในการผลิต ปจจุบันยังไมมีกระบวนการแยก CLA1 ออก จาก 
CLA2 ที่สามารถทําไดในเชิงการผลิตเพ่ือการคา ดังนั้นการศึกษาเพ่ือทราบกลไกการทํางานของ
เอนไซมลิโนเลเอทไอโซเมอรเรสท่ีทําใหเกดิการสรางเฉพาะ CLA1 และการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสม 
คือ คาความเปนกรด-ดาง, อุณหภูมิบม, ชนิดของน้ํามัน, ปริมาณออกซิเจน และลักษณะการเลี้ยงเชื้อ 
คือ การเลี้ยงในขวดทดลอง และการเลี้ยงในระบบถังหมักท่ีมีการปนกวนตลอดเวลา ท่ีสงเสริมการ
สราง CLA1 เปนแนวทางการผลิตไอโซเมอรเฉพาะท่ีตองการได นอกจากนั้นอาจใชเทคนิคการตัด
ตอพันธุกรรมท่ีเกี่ยวกับการสราง CLA ของแบคทีเรียชนิดอื่นท่ีสามารถสราง เฉพาะไอโซเมอร cis-9, 
trans-11-18:2 หรือ cis-9, trans-11-18:2 และ trans-10, cis-12-18:2 รวมกันมาไวอยูในแบคทีเรียกรด
แล็กติก ซึ่งจะไดการผลิต CLA ไอโซเมอรท่ีตองการ พรอมกับการใชแบคทีเรียท่ีปลอดภัยตอมนุษย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
บทที่ 5 
สรปุผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
แบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 17 ไอโซเลท และที่ทราบสายพันธุจํานวน 2 สายพันธุท่ีนํามา
ทดสอบสามารถสราง CLA ไดจากน้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถัว่เหลอืงท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูง 
เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว Modified MRS ท่ีมีปริมาณของแหลงคารบอน และไนโตรเจนอยางจํากัด ซึ่ง
เม่ือทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย พบวา การสรางเอนไซมไลเปส ของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกไมเกี่ยวของกับปริมาณการสราง CLA และเมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มี
ศักยภาพในการสราง CLA ไดแก N25-7, N25-19 และ TISTR1401 มาตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสม
ตอการสราง CLA พบวา ความเขมขนของน้ํามัน คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตน
อุณหภูมิบม และปริมาณกลาเชือ้เร่ิมตนมีผลตอปริมาณการสราง CLA ซึ่งสภาวะท่ีเหมาะสมในแตละ
ปจจัยจะแตกตางกันขึ้นอยูกับสายพันธุของแบคทีเรีย และจากการทดลองใชกลาเชื้อผสมในการผลิต 
CLA ทําใหทราบวาการใชกลาเชื้อผสมท่ีเหมาะสมจะทําใหเกิดการสงเสริมการสราง CLA ได
มากกวาการใชกลาเชื้อเด่ียว 
เม่ือทดสอบการผลิต CLA ของแบคทีเรีย TISTR1401 ซึ่งเปนสายพันธุท่ีสราง CLA ไดสูง
ที่สุด ในระบบถังหมักแบบเปนชุดเพ่ือติดตามปริมาณการสะสมของ CLA โดยควบคุมปจจัยการผลิต
ตาง ๆ ในสภาวะท่ีเหมาะสม พบวา การใชน้ํามันดอกทานตะวันเปนสารตั้งตนจะผลิต CLA ไดสูง
ที่สุด 69.95 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการเปลี่ยนรูปจากน้ํามันไปเปน CLA รอยละ 7.0 
ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 รอยละ 47.91 และ 52.09 ตามลําดับ สวนการใชน้ํามันถั่วเหลือง เปน
สารต้ังตนจะไดปริมาณการผลิต CLA สูงสุด 61.28 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนการ
เปลี่ยนรูปรอยละ 6.13 ของน้ํามันทั้งหมด ประกอบดวย CLA1 และ CLA2 รอยละ 56.32 และ 43.68  
ตามลําดับ ดังนั้นปจจัยท่ีสําคัญในการผลิต CLA จากน้ํามันท่ีมีกรดไขมันลิโนเลอิกสูงไดแก สายพันธุ
ของแบคทีเรีย การผสมสายพันธุของเชื้อท่ีเหมาะสม อาหารท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อ ความเขมขนของ
น้ํามัน และสภาวะการเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม 
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1. อาหารเล้ียงเช้ือและสารละลาย 
1.1 De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) broth (Himedia Laboratory Pvt. Ltd., India) 
Proteose peptone   10.0 กรัม 
Beef extract    10.0 กรัม 
Yeast extract        5.0 กรัม 
Dextrose    20.0 กรัม 
Polysorbate 80       1.0 กรัม 
Ammonium citrate     2.0 กรัม 
Sodium acetate      5.0 กรัม 
Magnesium sulphate     0.1 กรัม 
Manganese sulphate   0.05 กรัม 
di-Potassium phosphate     2.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ  1,000 มิลลิลิตร 
ละลายผงอาหารสําเร็จรูปดวยน้าํกลัน่ และปรบัปริมาตรใหครบ นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที  
 
1.2 อาหารเหลว MRS ดัดแปลง (Modified MRS broth) 
Proteose peptone     5.0 กรัม 
Yeast extract        3.0 กรัม 
Polysorbate 80       1.0 กรัม 
Ammonium citrate ((NH4)2C6H6O7)   2.0 กรัม 
Sodium acetate (NaCH3COO)    5.0 กรัม 
Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O)   0.1 กรัม 
Manganese sulphate (MnSO4.4H2O) 0.05 กรัม 
di-Potassium phosphate (K2HPO4)   2.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ  1,000 มิลลิลิตร 
ละลายสารท้ังหมดใหเขาดวยกันดวยน้ํากลั่น ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0±0.2 ดวย 
สายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ  Hydrochloric acid  จากนั้นทําใหปลอดเชือ้  โดยการนึ่งฆา
เชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
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1.3 Lipase test agar (Tween 80 agar) (Atlas, 2004) 
Peptone     10.0 กรัม  
Sodium chloride  (NaCl)     5.0 กรัม 
Calcium chloride (CaCl2.2H2O)    0.1 กรัม 
Polysorbate 80 (Tween 80®)  10.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ             1,000 กรัม 
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหได 7.0±0.2 ดวยสายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ 
Hydrochloric acid นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแยกนึ่งฆาเชื้อ Polysorbate 80  
 
1.4 Lipase test agar ดัดแปลงสูตรท่ี 1 ดัดแปลงจาก Kim et al. (2007); Atlas (2004) และ 
El-Sawah, Sherief, and Bayoumy (1995) 
  Peptone     1.0 กรัม  
 Yeast extract    5.0 กรัม 
 Ammonium nitrate (NH4NO3)  5.0 กรัม 
MgSO4.7H2O    0.5 กรัม 
 MnSO4.4H2O    0.1 กรัม 
 FeSO4.4H2O    0.01 กรัม 
CaCl2.2H2O    0.1 กรัม 
Sodium chloride  (NaCl)   5.0 กรัม 
Polysorbate 80 (Tween 80®)  10.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ             1,000 กรัม 
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหได 7.0±0.2 ดวยสายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ 
Hydrochloric acid นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแยกนึ่งฆาเชื้อ Polysorbate 80  
 
1.5 Lipase test agar ดัดแปลงสูตรท่ี 2 ดัดแปลงจาก Kim et al. (2007); Atlas (2004) และ 
El-Sawah, Sherief, and Bayoumy (1995) 
 Peptone     10.0 กรัม  
 Yeast extract    5.0 กรัม 
Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) 0.5 กรัม 
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 Manganese sulphate (MnSO4.4H2O) 0.1 กรัม 
 Ferrous sulphate (FeSO4.4H2O)  0.01 กรัม 
Calcium chloride (CaCl2.2H2O)  0.1 กรัม 
Sodium chloride (NaCl)   5.0 กรัม 
Polysorbate 80 (Tween 80®)  10.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ             1,000 กรัม 
ปรับคาความเปนกรด-ดางใหได 7.0±0.2 ดวยสายละลาย Sodium hydroxide และ/หรือ 
Hydrochloric acid นึ่งฆาเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยแยกนึ่งฆาเชื้อ Polysorbate 80  
 
1.6 สารละลาย Butterfield’s buffered phosphate diluent 
 Stock Buffer Solution: 
 Potassium dihydrogenphosphate  34.0 กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร และปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.2-7.4 ท่ี 25 องศา
เซลเซียส ทําใหปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
สําหรับเปน Stock buffer solution 
 Final buffer solution: 
 Stock buffer solution   1.25 มิลลิลิตร 
 ผสม Stock buffer solution ในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร และปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 
7.2-7.4 ท่ี 25 องศาเซลเซียส ทําใหปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที สําหรับเปน 
diluent 
 
1.7 สารละลายกรดไขมันลิโนเลอิกเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 Tween 80®    1.0 กรัม 
 กรดไขมันลิโนเลอิก (Linoleic acid, 99%) 1.0 กรัม 
น้ํากลั่น     98.0 กรัม   
 ละลาย Tween 80® ในน้ํากลั่น บรรจุในขวดรูปชมพูฝาเกลียว ทําใหปลอดเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติมกรดไขมันลโินเลอกิลงในสารละลาย Tween 80® ในสภาพปลอดเชือ้ 
เขยาอยางแรงจนเกิดเปนอิมัลชันสีขาวขุน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2. กราฟมาตรฐานสาํหรับหาปริมาณเซลลแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีเจริญในอาหารเหลว MRS   
  เพาะเลีย้งแบคทีเรียกรดแล็กติกบนอาหารแข็ง MRS ใหไดโคโลนเีด่ียว เขี่ยเชือ้ลงในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมในสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญเปนเวลา 18 ชั่วโมง นําอาหาร
เหลวท่ีมีเซลลมาตรวจสอบความยาวคลื่นท่ีเซลลสามารถดดูกลืนแสงไดสูงที่สดุ ดวยเครือ่ง 
Spectrophotometer (BIO-RAD, SmartSpecTM 3000, U.S.A.) โดยใชอาหารเหลว MRS เปน Blank 
จากนั้นเติมเชื้อท่ีเหลือลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 15 มิลลิลติร ในปริมาณรอยละ 0.5 โดย
ปริมาตร บมในสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญ และนํามาตรวจสอบคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่นทีเ่หมาะสม และจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตดวยเทคนคิ Spread plate ท่ีเวลาการบม 0, 2, 4, 6, 8 และ 12 
ชั่วโมง เขียนกราฟมาตรฐานระหวางจํานวนเซลลกับคาการดูดกลนืแสงไดดังรูปท่ี ผ1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี ผ1 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีมีเซลลรูปรางกลม (Coccus) กับคาการดูดกลืน    
แสงที่ 571 นาโนเมตร 
 
3. การทดลองการใชโซเดียมเมทอกไซดและโบรอนไทรฟรูออไรดในการ Methylation CLA 
 3.1 แหลงของ CLA และสารเคมีหลักที่ไชในการทดลอง ประกอบดวย 
       3.1.1 ตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีผานการเลี้ยงเชือ้ TISTR1401 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
       3.1.2 CLA ทางการคา 2 ย่ีหอ ไดแก 1) ซี แอล เอ แอดวานซ (CLA ADVANCETM) 
(บริษัท เมกา ไลฟไซแอ็นซ จํากัด, ประเทศไทย) ไดจากการสังเคราะหทางเคมีของน้ํามันดอก
ทานตะวัน โดยในของเหลว 1,250 มิลลกิรัม จะมี CLA 1,000 มิลลกิรัม และ 2) ฟกเกอร พลสั (Figger 
y = 2.568x + 6.227
R2 = 0.9829
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Plus) (บริษัท เอฟ.ซี.พี. จํากัด, ประเทศไทย) ไดจากการสังเคราะหทางเคมีของน้ํามนัดอกคําฝอย โดย
ในของเหลว 1,000 มิลลกิรัม จะมี CLA 800 มิลลกิรัม 
3.1.3 โซเดียมเมทอกไซด (97% Sodium methoxide, CH3NaO, Fluka, Fluka Chemie 
GmbH CH-9471 Buchs, Germany) ในเมทานอลเขมขน 0.5 นอรมาล 
3.1.4 สารละลายอิ่มตัวโซเดียมคลอไรด 
3.1.5 Glacial acetic acid 
3.1.6 สารละลายโบรอนไทรฟรูออไรดในเมทานอลเขมขนรอยละ 14 (14% Boron trifluoride 
in methanol) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) 
3.1.7 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอลเขมขน 1 นอรมาล 
3.1.8 สารละลาย Heptadecanoic acid ในเฮกเซนเขมขน 0.25 และ 1.0 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 
 
3.2 วิธีการทดลองการใชโซเดียมเมทอกไซดในการ Methylation CLA (ดัดแปลงจาก Aldai 
et al. (2005) และ Park et al. (2001)) 
        3.2.1 ตัวอยาง CLA ในอาหารเลี้ยงเชือ้  
        สกดัไขมันตามวิธีการท่ีระบุไวในขอ 3.4.1.5 ก1 จากนัน้เติมสารละลายโซเดียมเมทอกไซด 
ในเมทานอลเขมขน 0.5 นอรมาล ปริมาตร 1 มิลลิลติร พนดวยแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์พรอมปดฝา
สนิทเพ่ือปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชัน เขยาใหเขากันนําไปบมท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที เติมกรดอะซีตกิเขมขน 2-3 หยด และเตมิสารละลายอิ่มตัวโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เพ่ือกําจัดเมทอกไซดท่ีเหลอื จากนั้นสกดั FAMEs ดวยเฮกเซนปรมิาตร 2 มิลลิลติร และ
สกัดซ้าํดวยปริมาตร 1 มลิลลิิตร ทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจนบรสิุทธิ์ เติมผงโซเดียมซัลเฟตเพ่ือ
กําจัดความชืน้ที่เหลอืออก ละลาย FAMEs ดวยเฮกเซนบริสุทธิ์ปริมาตร 1.00 มิลลลิิตร เก็บ
สารละลายในขวดสชีาท่ี -20 องศาเซลเซียส รอการวิเคราะห 
3.2.2 ตัวอยาง CLA ทางการคา 
เตรียมสารละลาย CLA ทางการคาเขมขน 5.0 มิลลกิรมัตอมิลลิลติรในเฮกเซน และปเปต 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมสารละลาย Heptadecanoic acid ในเฮกเซน
เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 1.0 มลิลลิิตร และทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจนบรสิุทธิ ์
จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอลเขมขน 0.5 นอรมาล ปริมาตร 2 มิลลลิิตร พน
ดวยแกสไนโตรเจนบริสทุธิ์พรอมปดฝาสนทิและนําไปบมตามวิธีการเชนเดียวกับการเตรียมตัวอยาง
ไขมันในอาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีระบุในขอ 3.2.1 โดยเตรียมใหมีตัวอยาง CLA เขมขน 250 สวนในลาน
สวน (ppm) ในเฮกเซน 
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3.3 วิธีการทดลองการใชโบรอนไทรฟรูออไรดในการ Methylation CLA (ดัดแปลงจาก 
Alnso, Cuesta, and Gilliland (2003), Xu et al. (2008) และ Park et al. (2001)) 
3.2.1 ตัวอยาง CLA ในอาหารเลี้ยงเชือ้  
ทําการสกัดไขมัน ยอยไขมัน และ การ Methylation ตามขัน้ตอนท่ีระบุไวในบทท่ี 3 ขอ 
3.4.5ก1, ก2 และ ก3 ตามลําดับ 
3.2.2 ตัวอยาง CLA ทางการคา 
วิธีการเตรียมตัวอยาง CLA ทางการคาจะคลายกับการเตรียมตัวอยาง CLA ในอาหาร
เลีย้งเชือ้โดยเตรียมสารละลาย CLA ทางการคาเขมขน 5.0 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตรในเฮกเซน และ      ป
เปตปริมาตร 1.0 มิลลิลติร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมสารละลาย Heptadecanoic acid ใน   เฮ
กเซนเขมขน 1.0 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 1.0 มิลลลิิตร และทําใหแหงดวยแกสไนโตรเจน
บริสุทธิ์ จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอลเขมขน 1 นอรมาล ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร พนดวยแกสไนโตรเจนบรสิุทธิ์ เขยาใหสารผสมกัน ปลอยใหเกิดปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 50 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที จากนัน้เติมสารละลายโบรอนไทรฟรอูอไรดในเมทานอลเขมขน
รอยละ 14  ปริมาตร 2 มิลลลิิตร พนดวยแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์พรอมปดฝาสนิทและเขยาใหสาร
ผสมกนั ปลอยใหเกดิปฏกิิริยาท่ีอณุหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที โดยเขยาทุก ๆ 5 นาที จากนั้นเติมน้ํา
ปริมาตร 1.0 มิลลลิิตร และสกัด FAMEs ดวยเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลลิิตร 2 ครั้ง ทําใหแหงดวยแกส
ไนโตรเจนบริสุทธิ์ เติมผงโซเดยีมซลัเฟตประมาณ 0.1 กรัม จากนัน้เตรียมสารละลายใหมีตัวอยาง 
CLA เขมขน 250 สวนในลานสวน (ppm) ในเฮกเซน เก็บสารละลายในขวดสชีาขนาด 1.5 มิลลลิิตร 
ปดฝาสนิท และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รอการวิเคราะห 
 
3.4 การตรวจวัดเชิงปริมาณ และคุณภาพของ CLA ดวยเทคนิค Gas chromatography 
 ทําการตรวจวิเคราะหตามวิธกีาร และสภาวะท่ีระบุในบทท่ี 3 ขอ 3.4.5ข 
  
3.5 ผลการวิเคราะห CLA ดวยเทคนิค Gas chromatography 
 จากการวิเคราะห CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ และ CLA ทางการคาท่ีทําปฏกิิริยา 
Methylation ดวยโซเดียมเมทอกไซดในเมทานอล และโบรอนไทรฟรูออไรดในเมทานอล พบวา การ
ใชโซเดียมเมทอกไซดจะไมพบพีคของ Heptadecanoic acid และ CLA ในโครมาโทแกรมของCLA 
ทางการคา ดังแสดงในรูป ผ2 และตารางท่ี ผ1 เนือ่งจาก Heptadecanoic acid และ CLA ทางการคาท่ี
สังเคราะหดวยวิธีทางเคมีจะอยูในรูปกรดไขมันอิสระ ซึ่งเปนขอจํากัดท่ีโซเดยีมเมทอกไซดจะไม
สามารถทําปฏกิิริยา Methylation ได แตจะพบพีคของ CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งมคีวาม
เปนไปไดท่ี CLA นี้จะอยูในรูปเอสเทอร และ/หรอื ไทรกลเีซอรไรด  
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สวนการใชโบรอนไทรฟรอูอไรดจะพบพีคของไขมันทกุชนิด เนื่องจากสารนีส้ามารถทํา
ปฏิกิรยิา Methylation กับไขมันท่ีอยูในรูปกรดไขมันอสิระ ฟอสโฟลิปด และ ไทรกลเีซอรไรดได 
ทั้งนี้การใชโบรอนไทรฟรูออไรดจะพบพคี CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้เหมอืนกบัการใชโซเดยีม 
เมทอกไซด และพบไอโซเมอร trans-9, trans-11-18:2 ในปริมาณท่ีใกลเคียงกัน ดังแสดงในตารางท่ี 
ผ1 ดังนัน้จึงยืนยันไดวาการใชโบรอนไทรฟรอูอไรด และสภาวะท่ีใชในการ Methylation ในงาน 
วิจัยนี้ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนรูปรางไอโซเมอรของ CLA และเกดิปฏกิิริยาสมบูรณ 
 
ตารางท่ี ผ1 พ้ืนที่ใตกราฟของ CLA แตละไอโซเมอรในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อ และ CLA ทาง 
การคาท่ีวิเคราะหไดเม่ือใชโซเดียมเมทอกไซด และโบรอนไทรฟรูออไรดในการทํา
ปฏิกิริยา Methylation 
 
Sample Sodium methoxide (area) Boron trifluoride (area) c9, t11 t10, c12 c9, c11 t9, t11 c9, t11 t10, c12 c9, c11 t9, t11 
Cultured 
medium 2,123 2,260 1,196 3,084 2,154 2,265 937 3,073 
Commercial CLA        
CLA 
ADVANCETM 0 0 0 0 6,425 6,774 0 518 
Figger Plus 530 604 0 0 6,934 6,793 0 819 
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รูปท่ี ผ2 โครมาโทแกรมบางสวนของ CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ และ CLA ทางการคา เม่ือทํา 
ปฏิกิรยิา Methylation ดวยโซเดียมเมทอกไซด หรือโบรอนไทรฟลอูอไรด 
 
 
Cultured medium + Sodium methoxide 
Cultured medium + Boron trifluoride 
CLA ADVANCETM + Sodium methoxide 
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รูปท่ี ผ2 (ตอ)โครมาโทแกรมบางสวนของ CLA ในตัวอยางอาหารเลี้ยงเชือ้ และ CLA ทางการคา เม่ือ
ทําปฏิกิรยิา Methylation ดวยโซเดยีมเมทอกไซด หรอืโบรอนไทรฟลอูอไรด 
CLA ADVANCETM + Boron trifluoride 
Figger Plus + Boron trifluoride 
Figger Plus + Sodium methoxide 
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ประวัติคณะผูวิจัย 
 
1.  ช่ือ (ภาษาไทย) นายมาโนชญ นามสกุล สุธีรวัฒนานนท 
          (ภาษาอังกฤษ) Mr. Manote Sutheerawattananonda 
2. ตําแหนงปจจุบัน 
ผูชวยศาสตราจารย 
3. หนวยงานท่ีอยูท่ีติดตอไดพรอมโทรศัพท  โทรสาร และ  E-mail 
สํานักเทคโนโลยีการเกษตร  
สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร 
  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี
  อ. เมือง จ. นครราชสีมา 30000 
  โทรศัพท/โทรสาร 044-224-230/044-224-150 
E-mail : msutheera@yahoo.com  
 
4. ประวัติการศึกษา 
การศึกษา: 
ปริญญา สาขาวิชา มหาวิทยาลัย ป หัวขอวิทยานิพนธ 
Post-doc* 
Ph.D.* 
 
 
MS* 
 
BS 
Food Science 
Food Science 
 
 
Food Science 
 
Food Technology 
University of Minnesota 
University of Minnesota 
 
 
University of Minnesota 
 
Oregon State University 
2542 
2541 
 
 
2537 
 
2534 
UF Cheddar cheese 
Physicochemical properties of 
process cheese: Influence on 
meltability 
Physical properties and 
microstructure of extruded wheat 
- 
 
5. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ ระบุสาขาวิชาการ 
Food Microstructure, Food Processing 
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6. ประสบการณท่ีเกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพ
ในการทําการวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจัย  หัวหนาโครงการวิจัย หรือผูรวมวิจัยในแตละ
ขอเสนอโครงการวิจัย เปนตน 
 
6.1 งานวิจัยท่ีทําเสร็จแลว  
หัวหนาโครงการ 
6.1.1 คุณลักษณะทางกายภาพและโครงสรางภายในของพาสตาขาวเจาท่ีไดจากการอัด
พอง (Physical characteristics and microstructure of extruded rice pasta) 
(ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
6.1.2 ผลกระทบของสภาวะการทําเอ็กทรูช่ันตอคุณสมบัติของเนื้อสัมผัสและโครงสราง
ภายในของผลิตภัณฑขาวเจาท่ีพองตัวและไมพองตัว (Influences of extrusion 
parameters on textural properties and microstructure of expanded and non-
expanded products) (ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป) แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี  
6.1.3 การพัฒนากรรมวิธีการเคลือบเสนใยสังเคราะหดวยซิริซิน (Surface modification 
of synthetic and natural fibers for protein coating)  (ระยะเวลาดําเนินการ  1 ป)  
แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
6.1.4 การพัฒนาเกมแอนนิเมช่ันดานความปลอดภัยของอาหาร (Food Safety 3-D 
animation game) (ระยะเวลาดําเนินการ 6 เดือน)  แหลงทุน กองทุนนวัตกรรม 
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมาร ี
6.1.5 คุณภาพและปริมาณของ CLA (conjugated linoleic acid) ในน้ํานมหลังผาน
ขบวนการใหความรอนแบบพาสเจอไรเซช่ันและแบบ UHT (Qualities and 
contents of CLA (conjugated linoleic acids) in cow milk after pasteurization and 
UHT process) (ระยะเวลาดําเนินการ  3 ป)แหลงทุนมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
6.1.6 คุณสมบัติทางเคมีกายภาพของผง fibroin และ sericin ท่ีผลิตไดจากรังไหมและน้ํา
ตมไหม (Physicochemical properties of fibroin and sericin powders produced 
from silk cocoons and silk water) (ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
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6.1.7 การศึกษาความเปนไปไดในการสกัดสาร phytoestrogens จากมันมือเสือใน
ประเทศไทยเพื่อทดแทนการใช premarin (Possibility of using phytoestrogens 
extracted from native yams in Thailand to substitute Premarin) (ระยะเวลา
ดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
6.1.8 ปลาสมสําเร็จรูป (Ready-to-eat Pla-Som) (ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน 
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
6.1.9 การศึกษากรรมวิธีการสกัดและคุณสมบัติเชิงหนาท่ีของ Lutein จากรังไหมเหลือง 
Bombyx mori เพื่อใชเปนเครื่องสําอางและยา (ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป) แหลงทุน 
สภาอุตสาหกรรมแหงประเทศไทย 
6.1.10 ความเปนไปไดในการใชสมุนไพรไทยเปนยาแกไขอาการไรสมรรถภาพในชาย 
(Possibility of using Thai herbal medicine to correct  male incompetence) 
(ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป 6 เดือน)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
6.1.11 การศึกษาการทําเขมขนโปรตีนซิริซินดวยวิธีการ Ultrafiltration และ Falling-film 
evaporation (ระยะเวลาดําเนินการ  3 เดือน)  แหลงทุน Industrial Technology 
Assistance Program (ITAP)  สวทช 
6.1.12 ความคงตัวของโปรตีนซิริซินบนผา polyester และ cotton ตอการซักตามมาตรฐาน
ของกลุมประเทศยุโรป (ระยะเวลาดําเนินการ 9 เดือน)  แหลงทุน Industrial 
Technology Assistance Program (ITAP) สวทช 
6.1.13 การศึกษาวิธีการสกัดและความคงตัวของสารปองกันอนุมูลอิสระ DNJ และ
คลอโรฟลลจากชาหมอน (ระยะเวลาดําเนินการ 12 เดือน)  แหลงทุน Industrial 
Technology Assistance Program (ITAP) สวทช 
6.1.14 อาหารเสริมโปรตีนไหม sericin-chromium ตอการดูดซึม chromium ในลําไสหนู
และการลดระดับ LDL (Silk Protein, Sericin-Chromium Supplement elevates 
intestinal absorption of chromium and reduces LDL level in rats) (ระยะเวลา
ดําเนินการ  2 ป)  แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
6.1.15 การศึกษาฤทธ์ิปองกันมะเร็งลําไสใหญและทวารหนักและโรคหลอดเลือดหัวใจ
ของซิริซินเม่ือเปนอาหารเสริม (Study of sericin as dietary supplement for 
colorectal cancer and coronary artery disease (CAD) prevention) ระยะเวลา
ดําเนินการ 2 ป แหลงทุน สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  
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ผูรวมวิจัย 
6.1.16 การวิเคราะหคุณภาพซาก องคประกอบทางเคมีและกายภาพของไกกระทง ไก
พื้นเมืองและไกเพศผู (A comparative study of characteristics, chemical 
composition and sensory qualities of hybrid native chicken, commercial broilers 
and laying male chicks) (ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป)  แหลงทุน สํานักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย 
6.1.17 เรื่อง โปรแกรมฐานขอมูลอุตสาหกรรมอาหารของไทย (ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป)  
แหลงทุนศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ
6.1.18 การพัฒนาน้ําท้ิงจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังภายหลังการบําบัดใหมีคุณภาพ
เทียบเทาน้ําประปา (Development of wastewater from cassava starch plant to 
obtain tap water quality) (ระยะเวลาดําเนินการ 1 ป)  แหลงทุน กองทุนนวัตกรรม
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี 
6.1.19 การคัดแยกสายพันธุจุลินทรียท่ีผลิต PHAs การสกัดและการแยกใหบริสุทธ์ิสําหรับ
การผลิตพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ (ระยะเวลาดําเนินการ 2 ป)  แหลงทุน 
สภาวิจัยแหงชาติ 
6.1.20 การผลิตกรดแล็กติกเพื่อใชผลิตพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิแล็กติกในประเทศไทย 
(ระยะเวลาดําเนินการ 10 เดือน)  แหลงทุน สํานักงานนวัตกรรมแหงชาต ิ
 
สิทธิบัตร 
1) กรรมวิธีการผลิตพาสตาขาวเจา ไดรับสิทธิบัตรเม่ือวนัท่ี 22 ธันวาคม 2549 
2) กรรมวิธีการเคลือบผืนเสนใยดวยโปรตีนซิริซิน  
3) กรรมวิธีการเคลือบโปรตีนซิริซินบนผืนเสนใย 
4) สูตรน้ํายาโปรตีนซิริซิน เคลือบผืนเสนใย 
5) การผลิตสารละลายไฟโบรอินเพื่อใชเปนวัตถุดิบอุตสาหกรรม 
6) กรรมวิธีการเพิ่ม CLA ในผลิตภัณฑโยเกิรตดวยแบคทีเรียกรดแล็คติก 
7) กรรมวิธีการผลิตปลาสมดวยกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติก 
8) กรรมวิธีการผลิตน้ําสมและน้ํามะนาวผงดวยวิธีการพนฝอยแบบแชเยือกแข็ง 
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9) กรรมวิธีการผลิต Sericin – Lutien Complex และ Lutein จากไหม 
10) Method for extracting silk extract containing lutein.  PCT Application Number: 
PCT/TH2010/000048  International Filling Date 30 December 2010 
11) Silk-based bioactive oligopeptide compositions and manufacturing process therefor. PCT 
Application Number: PCT/TH2011/000037  International Filling Date 26 August 2011 
 
งานวิจัยที่ตีพิมพในตางประเทศ: 
Kaewkorn, W., Limpeanchob, N., Tiyaboonchai, W., Pongcharoen,S.,  
Sutheerawattananonda, M. (2011) Effects of silk sericin on the proliferation and  
apoptosis of colon cancer cells. Biological Research (Accepted for publication  
August, 2011). 
Tiyaboonchai, W., Chomchalao, P., Pongcharoen, S., Sutheerawattananonda,  M., and  
       Sobhon, P. (2011) Preparation and characterization of blended Bombyx mori silk  
       fibroin scaffolds for cartilage tissue engineering.  Fibers and Polimers 12, 324-333. 
Limpeanchob, N., Trisat, K., Duangjai, A., Tiyaboonchai, W., Pongcharoen, S.,  
        Sutheerawattananonda, M. (2010) Sericin reduces serum cholesterol in rats and  
        cholesterol uptake into Caco-2 cells. Journal of Agricultural and Food Chemistry  
        58, 12519-12522. 
Sutheerawattananonda, M. and Bastian, E. D. Influence of pH on flow/meltability of process  
cheese. J. Dairy Sci. 1998, 81(Supplement 1), 24. Presented at the 93rd Annual 
meeting of the American Dairy Science Association, Denver, Colorado. July 1998. 
Sutheerawattananonda, M. and Bastian, E. D. Monitoring process cheese meltability using  
dynamic stress rheometry. J. Texture Studies. 1997, 29, 169-183. Presented at the  
92nd Annual meeting of the American Dairy Science Association, University of 
Guelph, Guelph, Ontario, Canada. June 1997. 
Sutheerawattananonda, M., Fulcher, R. G., Martin, F., and Bastian, E. D. Fluorescence image  
analysis of process cheese manufactured with trisodium citrate and sodium chloride. 
J. Dairy Sci. 1997, 80, 620-627. 
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Sutheerawattananonda, M., Bhattacharya, M., Moore, W., and Fulcher, R. G. Differences in  
physical properties and microstructure of wheat cultivar in extrusion qualities. Cereal 
Chem. 1994, 71, 627-631. 
 
งานวิจัยที่กําลังทํา : ช่ือแผนงานวิจัย  และ/หรือโครงการวิจัย  และสถานภาพในการทําวิจัย  
- การพัฒนาอาหารท่ีเปนยาและผลิตภัณฑยาจากลูทีนท่ีสกัดไดจากรังไหมเหลือง และอนุพันธ  
ขนาดเล็กของโปรตีนซิริซิน (Development of nutraceutical and pharmaceutical products 
from lutein extracted from Bombyx mori cocoons and sericin derivatives) ปสุดทาย 
- การสกัดและทําใหบริสุทธ์ิกรดแล็กติกจากน้ําหมัก (Extraction and purification of lactic acid 
from fermentation broth) แหลงทุน บริษัท ปตท (มหาชน) จํากัด ปสุดทาย 
-การเพิ่มปริมาณแปงตานทานการยอยในผลิตภัณฑพาสตาขาวเจา (Increase of resistant starch 
in rice pasta products) แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (เตรียมรายงานฉบับ
สมบูรณ) 
-การพัฒนาระบบการผลิต CLA ตนแบบดวยแบคทีเรียกรดแล็กติกเพื่อใชในอุตสาหกรรม 
(development of conjugated linoleic acid (CLA) production model using lactic acid 
bacteria  (LAB) for industrial application) แหลงทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
(เตรียมรายงานฉบับสมบูรณ) 
 
